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V magistrski nalogi so opisane mikrobiološke analize stenskih poslikav na zunanjščinah 
cerkva na treh različnih lokacijah. Magistrsko delo je razdeljeno na teoretični in praktični del. 
Teoretični del zajema predstavitev lokacij in stenskih poslikav, s katerih smo odvzeli vzorce, 
in sicer z vidno spremenjenih in z mikrobi obraščenih delov poslikav. Vključuje tudi pregled 
literature o mikroorganizmih, ki ogrožajo stenske poslikave in preostale umetnine na prostem, 
ter pregled različnih metod, s pomočjo katerih lahko mikroorganizme na stenskih poslikavah 
detektiramo in identificiramo.  
V praktičnem delu so predstavljeni načini jemanja vzorcev s stenskih poslikav in njihova 
nadaljnja obdelava. Vzorce smo, če so se mikrobi razraščali po ploski površini, odtisnili na 
prosojni lepilni trak, v primerih večjih voluminoznih razrasti pa smo s skalpelom odkrušili 
majhne koščke poslikav. Iz vzorcev odvzetih z lepilnim trakom in skalpelom smo naredili 
preparate in jih opazovali pod mikroskopom, okruške pa smo opazovali pod 
stereomikroskopom. Mikroskopske preparate smo opazovali v vidni svetlobi, nekatere tudi v 
fluorescentni svetlobi. Pri slednjih smo z uporabo fluorescentnih barvil lahko ločili med 
živimi in mrtvimi celicami. Iz spremenjenih delov poslikav smo jemali vzorce za gojenje, 
najpogosteje neinvazivno, z vatenkami. Nanesli smo jih na štiri različne vrste gojišč: za 
izolacijo bakterij, arhej in gliv. S teh gojišč smo pridobili čiste kulture, iz izbranih kultur pa 
smo ekstrahirali DNA, ter pomnožili DNA zaporedja pomembna za identifikacijo. Na osnovi 
le-teh smo mikrobe s primerjavo zaporedij identificirali s svetovnimi genskimi bazami. S 
poskusi smo dobili vpogled v mikrobne skupnosti na površini in v globini poslikav, ter 
identificirali organizme, ki jih lahko gojimo v kulturah. Enostavna metoda mikroskopiranja s 
fluorescentnimi barvili nam je dala vpogled v viabilnost glivne skupnosti. Preko identifikacije 
mikroorganizmov lahko pridemo do informacije, kakšen vpliv imajo te na stenske poslikave. 
Več podatkov o  identiteti in značilnosti vrst nam pomaga pri  preprečevanju okužb z njimi z 
zagotovitvijo primernih dejavnikov iz okolja. Če je okužba že prisotna, pa s pomočjo 
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The master's thesis describes microbiological analyses of wall paintings on the exteriors of 
churches in three different locations. The master's thesis is divided into a theoretical and 
practical part. The theoretical part consists of the presentation of locations and wall paintings 
from which we took samples from, that is, from visibly changed and with microbes covered 
parts of paintings. It also includes a review of the literature on microorganisms, which may 
damage wall paintings and other outdoor artworks, as well as an overview of the various 
methods by which microorganisms on wall paintings can be detected and identified. 
The practical part presents the methods of taking samples from wall paintings and their 
further processing. When microbes were grown on the flat surface, samples were impressed 
on a transparent adhesive tape, and in cases of large volumetric growth, we scraped small 
pieces of paintings with scalpel. From the samples taken with adhesive tape and scalpel, the 
preparations were made and observed under the light microscope, and the scraps were 
observed under the stereo microscope. Microscopic preparations were observed in visible 
light, some also in fluorescent light. In the latter case, using fluorescent dyes we could 
separate living and dead cells. From the changed parts of the paintings, we used samples for 
cultivation, most often with non-invasive method by using swabs. We applied them to four 
different types of culture media: for the isolation of bacteria, archaea and fungi. From these 
media, pure cultures were isolated, DNA was extracted from selected cultures and DNA 
sequences important for identification were acquired. On the basis of these, microbes were 
identified by comparison of sequences with global DNA databases. Through experiments, we 
obtained an insight into the microbial communities on the surface and in depth of the 
paintings, and identified the organisms that can be cultivated in cultures. An easy method of 
microscopy with fluorescence dyes gave us an insight into the viability of the fungal 
community. Through the identification of microorganisms, we can get information about the 
impact they have on wall paintings. More data than we have about their identity and 
physiological properties, potentially help us to prevent their colonization by providing 
appropriate environmental factors. If the infection is already present, it is easier to identify the 
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Mikroorganizmi igrajo veliko vlogo pri degradaciji umetniških del. Stenske poslikave na 
prostem spadajo med najbolj ogroženo skupino umetnin, saj so pogosto izpostavljene 
neugodnim razmeram. Ugodne vremenske razmere in dostopnost vode so glavni pogoj za rast 
različnih vrst mikroorganizmov. Žal teh razmer ne moremo preprečiti, ker zunaj ne moremo 
spreminjati okoljskih dejavnikov. Tako lahko uporabimo le razne kemične produkte, ki 
mikroorganizmom preprečujejo rast. Mikroorganizmi lahko na umetnine vplivajo na veliko 
različnih načinov. Posledice okužb segajo od estetskih problemov do poškodb in degradacije 
materialov. Mikroorganizmi lahko s svojo rastjo mehansko škodujejo materialu, nekateri pa 
so sposobni razgrajevanja pigmentov, veziv in drugih materialov. Za ohranjanje kulturne 
dediščine je tako prepoznavanje prisotnosti in identifikacija teh organizmov ključnega 
pomena. Preko identifikacije in s tem tudi poznavanja fizioloških značilnosti mikrobov lahko 
najdemo najbolj primerne metode konserviranja-restavriranja, s katerimi mikroorganizme s 
površine odstranimo in hkrati preprečimo njihovo nadaljnjo rast. Pri konserviranju-
restavriranju okuženih del moramo zelo dobro predvideti, kakšne posledice bodo prinesli 
izvedeni postopki in uporabljeni materiali. 
Namen tega magistrskega dela je opis mikrobioloških metod, ki jih lahko uporabimo, ko 
želimo proučiti in identificirati mikroorganizme na stenskih poslikavah. V nalogi so opisani 
vsi postopki na poti do identifikacije od vzorčenja naprej. Glavni cilj je uspešna identifikacija 
na podlagi izolirane DNA čistih kultur iz različnih vrst gliv in bakterij prisotnih na vzorcih. 
Vmes so predstavljene tudi metode, s katerimi si lahko pomagamo pri grobem določanju vrste 
mikroorganizmov in njihove aktivnosti. Opisana je priprava mikroskopskih preparatov in 
uporaba barvil, ki nam pokažejo živost in s tem prisotnost metabolnih procesov v vzorcih. 
Preko teh metod bomo taksonomsko uvrstili glive in bakterije prisotne na izbranih stenskih 
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2 MIKROORGANIZMI NA KAMNITIH POVRŠINAH 
 
Poleg kemičnih in fizikalnih procesov so mikroorganizmi eni izmed glavnih povzročiteljev 
poškodb na umetniških delih. Vloga alg, gliv in bakterij pri degradaciji stenskih poslikav in 
drugih umetniških del iz kamna je bila že večkrat dokazana in proučevana. Kateri 
mikroorganizmi se pojavljajo na kamniti kulturni dediščini in do katere mere s svojo 
prisotnostjo vplivajo na njeno razgradnjo, je odvisno predvsem od dejavnikov iz okolja. 
Najpomembnejši dejavniki, ki vplivajo na kvaliteto in kvantiteto rasti mikroorganizmov, so 
fizikalni dejavniki, kamor spadajo prisotnost vode, temperatura, svetloba in pH. Ravno tako 
pa ima velik vpliv struktura podlage in njene kemične značilnosti.
1
  
Mikroorganizmi lahko na umetniška dela vplivajo na več različnih načinov. V nekaterih 
primerih spremenijo estetski videz umetnine, medtem ko na sam material nimajo negativnega 
vpliva. V drugih primerih pa lahko povzročijo nepopravljive spremembe in poškodbe 





 Biodegradacija je lahko posledica mehanskih ali kemičnih 
procesov, zato tovrstne poškodbe delimo na biomehanske in biokemične. Med biomehanske 
poškodbe uvrščamo tiste, pri katerih se material snovno ne spremeni, medtem ko se pri 
biokemičnih umetnina snovno spremeni. Primeri mehanskih poškodb, ki jih s svojo rastjo 
povzročajo tako višji organizmi kot tudi mikroorganizmi, so izguba vezivnosti, razpokanost, 
plastenje … Biokemične poškodbe pa so posledica presnovnih procesov teh organizmov in se 
odražajo kot preobrazba ali razkroj materiala.
4
 Mehanski in kemični procesi navadno potekajo 
vzporedno. Katere poškodbe se odrazijo, je odvisno od vrste površine, biotske skupnosti ter 
pogojev iz okolja. 
                                                 
1
 Petra ALTENBURGER, Peter KÄMPFER, Athanasios MAKRISTATHIS, Werner LUBITZ in Hans-Jürgen 
BUSSE, Classification of bacteria isolated from a medival wall painting, v: Journal of Biotechnology (ur. 
Christoph W. SENSEN), Elsevier Science B.V., Amsterdam, 1996, str. 39. 
2
 Biorazgradnja je vsakršna sprememba materiala povzročena s strani življenjskih procesov organizmov, v 
umetnosti pa se uporablja predvsem izraz biodegradacija, ko želimo izpostaviti negativen vpliv teh procesov na 
umetniško delo. 
3
 Daniela PINNA in Ornella SALVADORI, Processes of biodeterioration: general mechanisms, v: Plant Biology 
for Cultural Heritage: biodeterioration and conservation (ur. Giulia CANEVA, Maria Pia NUGARI in Ornella 
SALVADORI), The Getty Conservation Institute, Los Angeles, 2008, str. 15. 
4
 Ivan BOGOVČIČ, Restavriranje Mozaika: konserviranje-restavriranje mozaikov in sgraffitov, Ljubljana, 2003, 
str. 15, 16. 
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Mikroorganizmi se na določenem materialu lahko pojavijo, ker jim ta nudi vir hrane ali pa ga 
uporabljajo samo kot podlago za rast. Zato je pomembno, da razlikujemo med avtotrofnimi in 
heterotrofnimi organizmi. Avtotrofni organizmi si lahko sami proizvajajo organske snovi, ki 
jih potrebujejo za rast, heterotrofni organizmi pa te snovi dobijo iz materiala, na katerem 
rastejo. Anorganski materiali so torej primerna podlaga avtotrofom, heterotrofi pa lahko na 
njih uspevajo samo ob zunanjem viru organskih snovi. Ravno zato je pomembno, da smo ob 
proučevanju biodegradacije vedno pozorni na kemično naravo podlage. Anorganski materiali 
po navadi služijo le kot podlaga za rast, ne pa tudi kot vir hrane
5
. Kljub temu na njih pogosto 
najdemo tako avtotrofne kot tudi heterotrofne vrste organizmov. To pomeni, da 
biodegradacija navadno temelji na kompleksnih interakcijah med posameznimi vrstami, ki 




2.1 Vrste mikroorganizmov 
 
Mikroorganizmi so najbolj razširjena in raznolika oblika življenja na zemlji. Glede na zgradbo 
celice med seboj ločimo prokarionte in evkarionte. Za prokarionte so značilne manjše in po 
zgradbi preprostejše celice. Mednje uvrščamo bakterije in arheje. Evkarionti pa so navadno 
večji, njihove celice vsebujejo nabor z membrano obdanih citoplazmatskih struktur, ki jih 
imenujemo organeli. Med evkarionte spadajo alge, praživali in glive. Tudi celice rastlin in 
živali so evkariotske. Jasna delitev glede na vrsto celice in podoben videz pa ne pomenita 
nujno tudi evolucijske sorodnosti znotraj prokariontov. Arheje so na primer bolj sorodne 
evkariontom kot bakterijam. Sistematično in taksonomsko znanje o mikroorganizmih je kljub 
vedno boljšim metodam proučevanja še danes zelo omejeno. Velike večine mikroorganizmov 
namreč še ni bilo nikoli vzgojenih v laboratoriju. Kljub temu pa nam ta osnovna delitev 
predstavlja dobro osnovo za nadaljnje raziskave. 
V naravi mikrobne celice živijo v sodelovanju z drugimi celicami znotraj mikrobnih 
skupnosti. Skupino med seboj enakih celic, ki so zrastle iz ene starševske celice, imenujemo 
kolonija, mikrobe pa lahko vzgojimo v obliki kultur. Različne kolonije imajo lahko 
                                                 
5
 Z izjemo vsrkavanja mineralnih soli iz kamnitih površin. 
6
 PINNA in SALVADORI 2008, op. 3, str. 15–16. 
12 
Zala Rebernak, 
Mikrobiološke analize stenskih poslikav na zunanjščinah 




medsebojno pozitiven, nevtralen ali negativen vpliv. Sestava mikrobne skupnosti se skozi čas 
neprestano spreminja glede na okoljske dejavnike in glede na metabolne procese posameznih 
vrst mikroorganizmov, saj te vplivajo na prisotnost razpoložljivih hranil v okolju. Celotna 
mikrobna skupnost lahko ustvari potrebne pogoje za rast določenih vrst, kljub temu da je bilo 
okolje sprva morda neprimerno. To se zgodi recimo z izločanjem kislin ali baz. Kakšna bo 
vsaka naslednja vrsta, ki bo nadomestila prvo, je odvisno glede na razpoložljivost hranil, ki 
jih je izločila prejšnja vrsta, spremembe v koncentraciji anorganskih hranil, količina in vrsta 
izločkov originalne skupnosti, tekmovanje za omejene vire, naravni nasprotniki in spremembe 
okoljskih dejavnikov. Mikroorganizme najdemo povsod, tudi v ekstremnih okoljih, kjer višji 




2.1.1 Bakterije in arheje 
 
Bakterije in arheje so prokarionti, kar pomeni, da so njihove celice manjše in da nimajo jedra 
in organelov. Njihov genetski material (DNA) prosto lebdi v citoplazmi. Oblika 
prokariontskih celic je lahko okrogla, paličasta, spiralna, ploščata, filamentozna, ukrivljena ali 
pliomorfna, kar pomeni, da se oblika celice skozi razvoj spreminja. Celice so lahko široke 0.1 
do 1.5 µm in dolge do 15 µm. Prokarionti v večini niso sposobni spolnega razmnoževanja, se 
pa nespolno razmnožujejo s cepitvijo. Za arheje je značilno, da jim ustreza življenje v 
ekstremnih razmerah, kot so visoka slanost, kislost ali visoke temperature. Bakterije so bolj 
razširjene in posledično večkrat prisotne pri razgradnji umetnin. Domena bakterij se deli na 
23 debel, izmed katerih lahko izpostavimo cianobakterije, proteobakterije, bakteroide, 
flavobakterije, zelene žveplove bakterije. Zaradi razlike v sestavi celične stene delimo 
bakterije na gram-pozitivne in gram-negativne, glede na obarvanje po postopku barvanja po 
Gramu. Gram-pozitivne bakterije se obarvajo modro, gram-negativne pa rožnato. Bakterije za 
obstoj poleg makro-hranil potrebujejo tudi osnovne minerale, a v tako majhnih količinah, da 
lahko preživijo tudi na površinah, kot sta kamen in mavec, kjer jih dobijo iz podlage, iz 
prašnih delcev, aerosolov ali dežja.  
                                                 
7
 Michael T. MADIGAN, John M. MARTINKO, Kelly S. BENDER, Daniel H. BUCKLEY in David A. 
STAHL, Brock biology of microorganisms, Southern Illinois, 2015, str. 3–8. 
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Najpomembnejši dejavniki iz okolja za rast bakterij so prisotnost vode, ustrezna temperatura, 
svetloba in pH. Raznolikost med vrstami je tako velika, da je te pogoje nemogoče 
posploševati. V večini primerov v naravi ne najdemo izoliranih posamičnih vrst. Avtotrofne 
bakterije, ki povzročajo razgradnjo anorganskih umetniških del, so: 
Žveplo oksidirajoče bakterije – Te skupine so navadno anorganski kulturni dediščini najbolj 
nevarne, saj so sposobne proizvodnje žveplene kisline. To je anorganska kislina z močno 
sposobnostjo razkroja. Izmed teh skupin je treba izpostaviti tiobacile, zaradi njihovih 
ekoloških lastnosti in višje proizvodnje žveplene kisline od drugih vrst. Sem spadajo 
bakterije, kot so Thiobacillus, Thiomicrospira in Beggiatoa. 
Dušikove bakterije – Znane so kot ene izmed najbolj zgodnjih poseljevalcev kamnitih 
površin. Zaradi proizvodnje dušikove kisline lahko igrajo pomembno vlogo pri razgradnji 
kamna. Sem spadajo bakterije, kot so Nitrosomonas, Nitrosococcus, Nitrobacter in 
Nitrococcus.  
Vodikove bakterije – Te bakterije najdemo v zemlji in vodi. Kot vir energije uporabljajo 
molekularni vodik, tako da pretvarjajo CO2 v organski ogljik. Pomembne so predvsem zato, 
ker ostanejo aktivne tudi, ko so pogoji zelo omejeni ali ko osnovni vir energije ni vedno 
prisoten. Skoraj vse tovrstne bakterije so sposobne izkoriščanja organskih snovi kot vira 
energije, ki pa jim niso edini vir, dokler imajo dostop do zadostne količine vodika. Med te 
bakterije spadajo tako nekatere gram-pozitivne (Bacillus) kot tudi gram-negativne bakterije 
(Pseudomonas, Paracoccus in Alcaligenes).  
Železove bakterije – Ti mikroorganizmi svojo energijo pridobivajo iz aerobne oksidacije 
železa. Najdemo jih predvsem na kovinskih predmetih, pa tudi na kamnitih površinah, ki 
vsebujejo pirit (železov disulfit) in na raznih stenskih poslikavah z zadostno vsebnostjo 
železovih primesi. V kislih okoljih se najpogosteje pojavlja Thiobacillus ferrooxidans, ki 
lahko uspeva avtotrofno. 
Veliko število heterotrofnih bakterij je sposobno kolonizacije umetniških del. Heterotrofne 
bakterije so zelo encimsko aktivne, kar ima lahko na umetnine različne vplive. Vplivajo 
predvsem na organske materiale, najdemo pa jih tudi na anorganskih. Glede na njihovo 
encimsko aktivnost jih delimo na: 
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Proteolitične in amonizirajoče bakterije – Te bakterije so sposobne hidrolize proteinskih 
snovi na peptide in nato peptidov v aminokisline. Aminokisline se naprej razgradijo z 
izločitvijo amonijaka. Najpogosteje identificirane vrste bakterij, ki spadajo v to skupino, so 
Pseudomonas, Sarcina, Bacteroides in Streptomyces. 
Celulolitične bakterije – Te bakterije delimo na primarne celulolitične bakterije, ki uspevajo 
le ob prisotnosti celuloze, ki jo lahko razgrajujejo (Cytophaga, Sporocytophaga, Sporangium) 
in na fakultativne celulolitične bakterije, ki lahko uporabljajo tudi druge organske materiale 
(Vibrio, Cellvibrio, Cellfalcicula). Celulolitične bakterije so pogosto sposobne tudi razgradnje 
lignina in drugih komponent v lesu.  
Amilolitične bakterije – To so bakterije, ki razkrajajo škrob, kot sta na primer vrsti Bacillus 
in Clostridium. Več kot vsebuje škrob amilopektina, dlje ga razgrajujejo. 
Lipolitične bakterije – Relativno majhno število vrst je sposobno razkroja lipidov. Mednje 
spadajo Bacillus, Alcaligenes, Staphylococcus, Clostridium. Ti mikroorganizmi lahko 
razkrajajo snovi, v katerih so prisotne maščobe. 
Denitrifikacijske bakterije – To je edina vrsta anaerobnih bakterij, ki jo lahko najdemo na 
površinah predmetov, če so na njih prisotne tudi organske snovi. To so fakultativni anaerobi, 
ki lahko ob prisotnosti kisika z aerobnim dihanjem presnavljajo substrat, medtem ko lahko 
nitrate razkrajajo le v anaerobnih pogojih. Njihova biodegradacija je podobna preostalim 
heterotrofnim bakterijam, saj ustvarjajo podobne produkte, kot so npr. organske kisline, ne 
glede na to, ali presnavljajo v aerobnih ali anaerobnih pogojih. Sem uvrščamo Bacillus 






                                                 
8
 Giancarlo RANALLI, Clara URZI in Claudia SORLINI, Structural, functional, and ecological characteristics of 
the main biodeteriogens: bacteria (eubacteria and archaea), v: Plant Biology for Cultural Heritage: 
biodeterioration and conservation (ur. Giulia CANEVA, Maria Pia Nugari in Ornella SALVADORI), The Getty 
Conservation Institute, Los Angeles, 2008, str. 60–65. 
15 
Zala Rebernak, 
Mikrobiološke analize stenskih poslikav na zunanjščinah 






Glive so evkariontski heterotrofni organizmi, za katere je značilna debelejša celična stena iz 
hitina, ki je v nekaterih primerih obarvana z melaninom. So najpogostejša grožnja kamnitim 
površinam. Poznamo epilitske glive, ki rastejo na površini kamna in endolitske glive, ki jih 
najdemo v porah in razpokah kamnin. So zelo aktivni organizmi, sposobni močne erozije. 
Glive so dobro prilagojene na rast v širokem razponu okoljskih pogojev. Skoraj vse so 
dosledni aerobi, kar pomeni, da potrebujejo kisik v vsaj eni fazi svojega življenjskega cikla. 
Katera vrsta gliv raste na določeni podlagi, pa je odvisno predvsem od prisotnosti vode. Glive 
imajo nižje potrebe po vodi kot bakterije. V bolj vlažnem okolju prevladujejo hifomicete, 
kamor spadajo rodovi Alternaria, Cladosporium, Epicoccum, Aureobasidium in Phoma. V 
bolj suhem okolju pa začnejo prevladovati črne kvasovke.
9
 Poleg vode za preživetje 
potrebujejo tudi hranilne snovi, kar pomeni ogljikove hidrate, beljakovine in lipide. Na 
organske materiale, ki jih izkoriščajo kot vir hrane, vplivajo neposredno. Posredno pa vplivajo 
tudi na anorganske materiale, saj te vsebujejo dovolj hranil za njihovo rast. Večina gliv je 
mezofilnih, kar pomeni, da so idealne temperature za njihovo rast 22–28 °C. Poznamo pa 
veliko vrst, ki jim ustrezajo tudi nižje ali višje temperature. Primer je Cladosporium 
herbarum, ki mu najbolj ustrezajo temperature okoli 10 °C, preživi pa lahko pri temperaturah 
nižjih od 0 °C, pa vse do 40 °C. Večina gliv ima raje bolj kisla okolja s pH med 4 in 6. Kakor 
pri temperaturi pa je razpon glede na vrsto večji in sega od 2 do 9. Ugoden pH je pomemben 
predvsem za njihovo encimsko aktivnost. Svetloba na rast gliv navadno nima večjega vpliva. 
Vsi našteti dejavniki lahko vplivajo na stopnjo rasti gliv in njihovo encimsko aktivnost, 





Strukture gliv in njihovi vegetativni sistemi so zelo raznoliki. Razpon njihovih oblik sega vse 
od enoceličnih organizmov, kot so kvasovke do kompleksnejših filamentoznih struktur. 
Večina jih ima tanke razvejane filamente, ki jih imenujemo hife in nastanejo po kaljenju spor. 
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Cel kompleks hif tvori micelij. Enocelične oblike so prisotne v obliki osamljenih okroglih ali 
ovalnih celic. Nekatere kvasovke so sposobne tudi tvorjenja verižnih struktur iz bolj ali manj 
podolgovatih celic, ki so po delitvi ostale povezane. Večina vrst gliv je saprofitov sposobnih 
izkoriščanja množice organskih substratov, tako za proizvajanje energije kot tudi za 
biosintezo
12
. Veliko vrst, kot recimo Cladosporium, ima velik metabolni razpon in lahko 
rastejo tudi v okoljih z zelo omejenimi viri hranilnih snovi. Zato so pogosto ravno te vrste 
razlog degradacij stenskih poslikav, saj so jim za preživetje dovolj že prašni delci na njihovih 
površinah. Glavna nevarnost, ki jo ti mikroorganizmi predstavljajo umetninam, je tvorba 




Glive se razmnožujejo s pomočjo spor, ki nastanejo kot produkt spolnega ali nespolnega 
razmnoževanja. Znotraj življenjskega cikla glive lahko pride do obeh načinov razmnoževanja. 
Spore so lahko zelo raznolike, od enoceličnih do večceličnih, njihove skupne lastnosti pa so 
debela, včasih obarvana celična stena, majhna vsebnost vode in veliko rezervnega materiala. 
Spore so v stanju mirovanja, dokler niso izpolnjeni pogoji za rast. Ti pogoji se razlikujejo 
glede na vrsto glive, vse pa potrebujejo prisotnost vode. Aktivacijo spore lahko sprožijo tudi 







Črne kvasovke oz. črne meristematske glive so zelo široka in raznovrstna skupina 
mikroorganizmov, ki sta jim skupna sposobnost proizvajanja melanina in meristematska rast. 
V to skupino spadajo rodovi Hortaea, Sarcinomycestes, Coniosporium, Capnobotryella, 
Exophiala in Trimmatostroma. Meristematska rast pomeni, da se celice nepravilno delijo v 
več smereh, nastaja večcelična struktura z odebeljeno celično steno, v kateri se kopiči 
melanin, in znotraj katere lahko pride do tvorjenja konidijev. Taka rast pri glivah ni pogosta in 
jo pripisujemo odzivu organizmov na ostre okoljske razmere, kot so pretirana izpostavljenost 
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sončni svetlobi ali pomanjkanje vode in hranil. Zaradi debelih melaniziranih celičnih sten so 
zelo odporne na okoljske dejavnike in kemične napade, kar pomeni, da jih je težko uničiti z 
biocidi ali drugimi ukrepi proti mikroorganizmom. Prav melanin je tudi tisti, ki igra ključno 
vlogo pri degradaciji kamna. Črne kvasovke rastejo zelo počasi in na površini kamna in pod 
njo tvorijo majhne črne kolonije. Pogosto se pojavljajo v povezavi z lišaji. Zaradi odpornosti 




2.1.3 Alge in cianobakterije 
 
Alge in cianobakterije so fotoavtotrofni organizmi brez tkiv in organov. Alge so sestavljene iz 
evkariontskih celic, cianobakterije pa so prokarionti. Kopenske alge pogosto poseljujejo 
kamnite površine, saj jim ustreza rast znotraj por in razpok. Okužba s temi organizmi se kaže 
v obarvanosti površine, ki jo pogosto spremljajo prhke patine in obarvane želatinaste plasti. 
Barva je odvisna od vrste organizmov, ki poseljujejo material. Alge in cianobakterije 
ustvarjajo manjše ali večje kolonije, ki ne vplivajo le na estetki videz umetnin, ampak lahko 
pripomorejo tudi k njihovi degradaciji. Med seboj ločimo organizme, ki živijo na površini 
materiala, take, ki živijo v porah in razpokah, in take, ki živijo v notranjosti materiala. 
Najpogosteje se srečujemo z vrstami, ki poseljujejo le površino materiala. Take vrste lahko le 
prekrivajo površino, lahko pa imajo koroziven učinek, ki je navadno prisoten le na mestu, kjer 
se nahajajo kolonije. Večjo nevarnost predstavljajo vrste, ki živijo v porah in razpokah, saj 
lahko povzročajo plastenje in luščenje kamna. Vrste, ki živijo v notranjosti materiala in ga s 
svojo rastjo strukturno šibijo, povzročajo največjo škodo, a so na srečo najredkeje prisotne. 
Alge, s katerimi se najpogosteje srečujemo v povezavi z degradacijo umetniških del, so zelene 
alge (Chlorophyta), diatomeje oz. kremenaste alge (Bacillariophyceae) in najredkeje rdeče 
alge (Rhodophyta). Poznamo tudi več kot 40 vrst enoceličnih in filamentoznih cianobakterij, 
ki poseljujejo umetniška dela na prostem.
16
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Lišaji so eni izmed najpogostejših organizmov, ki jih najdemo na umetninah iz kamnitih 
materialov na prostem. Povzročajo lahko spremembe v barvah pigmentov in splošno 
biorazgradnjo površin. Lišaji so oblika sožitja heterotrofnih gliv (mikobiont) in avtotrofnih 
alg ali cianobakterij (fitobiont). Alg in gliv v takem sožitju ne obravnavamo več kot 
posamezne organizme, saj se med seboj povežejo tako morfološko kot tudi fiziološko, kar 
pomeni, da govorimo o sestavljenem organizmu. Lišaji nimajo pravih korenin, ampak tvorijo 
micelij, ki s hifami do različne mere prodira v površino materiala, na katerem raste. Glive 
sestavljajo veliko večino lišaja in ustvarijo obliko, strukturo, v kombinaciji z algami tudi 
barvo. Navadno so sive, belkaste ali zelene barve. Kar pri lišaju vidimo s prostim očesom, je 
gliva, v notranjosti lišaja pa so celice alg. Lišaje poimenujemo po glivnem partnerju in jih 
zato uvrščamo v kraljestvo gliv. Glive fotobiontom zagotavljajo vodo, minerale in zadostno 
mero dostopa svetlobe, da ti lahko izvajajo fotosintezo. Alga pa s fotosintezo proizvaja 
organske snovi zase in za glivo. Lišaji se lahko tako kot alge razmnožujejo s fragmentacijo oz. 
s posebnimi skupki celic miko- in fotobionta, ki jih imenujemo sorediji, lahko pa se gliva in 
fotobiont razširjata posamič s celicami in sporami. 
Lišaji lahko rastejo v zelo različnih okoljih na različnih materialih. Tiste, ki rastejo na kamnu, 
imenujemo epilitski lišaji. Za svojo rast potrebujejo zadostno količino vlage in svetlobe. 
Najbolj jim ustreza višja nadmorska višina, kjer je zrak manj onesnažen. Glede na njihovo 
rast delimo lišaje v tri skupine. Skorjasti lišaji rastejo tesno ob površini podlage ali pa so celo 
vraščeni vanjo in jih je pri vzorčenju težje ločiti od podlage. Ta vrsta lišajev je nerazvejana. 
Listasti oz. foliozni lišaji se površine oprijemajo le na določenih mestih in so vmesna oblika 
med skorjastimi in grmičastimi lišaji. Pri vzorčenju jih navadno lahko postrgamo z materiala. 
Grmičasti lišaji pa so na podlago pritrjeni s posebnimi ploščami in so zelo razvejani. Velik del 
rastline je izpostavljen zraku, zato je ta vrsta lišajev najbolj občutljiva. Bolj natančna delitev 
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2.2 Poškodbe, ki jih mikroorganizmi povzročajo na kamnitih 
površinah 
 
Ko govorimo o kamnitih površinah, imamo v mislih tako naravne (kamen) kot umetne 
materiale (mavec, omet …). Iz njih je narejena večina monumentalne umetnosti in 
arhitekturne dediščine. Ta dediščina spada med najbolj ogrožene vrste, saj se objekti iz kamna 
najpogosteje nahajajo zunaj, kjer so izpostavljeni podnebnim razmeram in biodegradaciji. Do 
katere mere je ogrožen določen material, je odvisno od njegove kemične narave, morfologije 
in geološkega izvora. Kamnite površine na prostem niso ugodne za rast običajnih 
mikroorganizmov, saj zaradi fizikalnih pogojev in pomanjkanja hranil predstavljajo 
ekstremno okolje. Kamnite površine izpostavljene neposredni sončni svetlobi lahko dosežejo 
zelo visoke temperature. Glede na podnebje so lahko izpostavljene tudi zmrzali. Navpične 
stene pomenijo slabo zadrževanje vode na materialu. Kljub temu pa so rasti na kamnitih 
površinah sposobni mnogi mikroorganizmi. Upoštevati moramo tudi, da so tik pod površino 
pogoji popolnoma drugačni. V porah se zadržuje voda, sevanje sonca ni tako močno in tudi 
vpliv vetra je manjši.
18
  
Kulturna dediščina na prostem z rednim dežjem in zmernimi temperaturami je ogrožena s 
strani pestrega nabora mikroorganizmov, ki poseljujejo predvsem zunanje površine kamnitih 
materialov glede na njihovo poroznost. Tako poseljevanje vpliva predvsem na estetski videz 
umetnin. Do razgradnje materiala pa pride šele v povezavi z drugimi dejavniki, ki povzročajo 
tvorjenje skorje na površini, kristalizacijo soli in oksidacijo mineralov. Ko se odločamo za 
ukrepe proti biokolonizaciji, moramo vedno upoštevati njihovo vlogo v celotnem procesu 
razgradnje. Navadno ukrepi temeljijo na primernem čiščenju površin, zaščiti pred vodo in na 
zaščiti s primernimi biocidi. Na srednje zračnih področjih z manj dežja in višjimi 
temperaturami prevladujejo posebej prilagojeni mikroorganizmi, kot so cianobakterije, črne 
kvasovke in lišaji. Procesi biorazgradnje se tu navezujejo predvsem na površino materialov in 
jih narekujejo mehanski vplivi in nihanja temperature in vlage. Biokorozija je kritična le v 
določenih primerih. Največji vpliv na kamnite površine pa imajo mikroorganizmi v tropskem 
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podnebju. Visoka vlažnost in temperature omogočajo rast širokemu naboru mikroorganizmov, 
ki so sposobni visokih stopenj biorazgradnje. Mikroorganizmi v teh okoljih so zelo stabilni in 
odporni tako na okoljske spremembe kot tudi na čiščenje in biocidna sredstva. Zato morajo 
biti konservatorsko-restavratorski postopki v takih okoljih zelo dobro premišljeni in izpeljani 
z veliko mero natančnosti. Za tem pa je potreben neprestan nadzor, da ne pride do ponovne 
okužbe.  
Stenske poslikave lahko zaradi organskih veziv (kazein, jajčni rumenjak …) nudijo 
mikroorganizmom dodaten vir hranil. Podobno vlogo imajo lahko materiali, ki jih 
uporabljamo pri konserviranju-restavriranju teh poslikav. Po drugi strani pa lahko določeni 
pigmenti prisotni v poslikavah omejujejo mikrobno aktivnost. Če nam nekako uspe 
vzpostaviti popoln nadzor nad klimatskimi dejavniki, lahko biodegradacijske procese 
omejimo in nadziramo že z minimalno uporabo biocidov ali celo brez njih. Kljub temu da je 
neka površina preraščena z mikroorganizmi, še ne pomeni, da vsebuje hranilne snovi potrebne 
za njihovo rast. To pomeni, da mikroorganizmi lahko površini škodujejo le mehansko, a ne 
igrajo vloge v njeni razgradnji. Za svojo rast potrebujejo mikroorganizmi predvsem dostop do 
kisika in vode. Ob načrtovanju konservatorsko-restavratorskih postopkov moramo tako 
upoštevati vse dejavnike, ki vplivajo na rast mikroorganizmov in predvideti posledice, ki jih 
bo povzročilo naše poseganje v material. Najprej moramo vedno proučiti vpliv 
mikroorganizmov na material, ki ga preraščajo. Ta naloga je veliko težja, ko govorimo o 
anorganskih materialih, saj ne vemo, koliko hranil dobivajo od podlage. Zato so pri tovrstnih 
primerih zelo pomembni interdisciplinarni pristopi, s pomočjo katerih določimo prenos vlage, 
sposobnost kopičenja aerosolov in drugih onesnaževalcev na površini ter kristalizacijo soli na 
materialih iz mineralov in vpliv teh dejavnikov povežemo s potrebami mikroorganizmov. 
Upoštevati moramo tudi zdravstveno tveganje, ki smo mu kot konservatorji-restavratorji 
izpostavljeni pri delu z različnimi vrstami mikroorganizmov. Kljub temu da so vplivi 
mikroorganizmov na zdravje znani in da je znanih že veliko vodil za ravnanje z njimi, so 
konservatorji-restavratorji ob pristopanju k konservatorsko-restavratorskim postopkom 
navadno slabo zaščiteni. Priporočljivo je, da vsi, ki delajo z okuženimi anorganskimi 
materiali, uporabljajo sodobne molekulsko-biološke tehnike v izogib možnim alergenom, 
toksinom ali patogenim mikrobnim vrstam, ne glede na dejansko nevarnost, ki jo ti 
mikroorganizmi predstavljajo. Glede na to, kako velik vpliv ima voda na njihovo rast, bi 
morali ukrepi vedno najprej bazirati na določanju in regulaciji vode v okolju. Dostopnih je 
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veliko informacij o potrebah po vodi posameznih vrst mikroorganizmov, a problem se kaže 
pri razlikovanju vode v okolju in tiste, ki je dostopna znotraj materiala samega. V večini 
primerov mora biti RH nižja od 80 % za preprečevanje razmnoževanja, za rast pa je lahko 
dovolj že 55 % RH. Seveda obstajajo izjeme, ki jim je za rast dovolj še manjša količina vlage. 
Obstaja več načinov, preko katerih lahko mikroorganizmi dostopajo do vode tudi v suhih 
okoljih. Nekateri mikroorganizmi lahko do vlage dostopajo s koncentriranjem soli in topnih 
organskih snovi, kot so sladkorji v njihovi celični tekočini. Spet drugi organizmi za črpanje 
vode skozi svojo celično steno porabljajo energijo. To dosegajo s tvorjenjem biofilmov, v 
katerih je prisotnih več vrst mikroorganizmov, ki medsebojno sodelujejo pri vzpostavljanju 
ugodnih pogojev za rast. Biofilmi ščitijo mikroorganizme, ki jih tvorijo, z uravnavanjem 
vlažnosti, temperature in osmotskih sprememb kot tudi z uravnavanjem pH v okolju. 
Proučevanje teh biofilmov je še v zelo začetnih fazah zaradi raznolikosti vsakega 
posameznega primera. Taki biofilmi so zelo odporni na spremembe v okolju in na 
konservatorsko-restavratorske posege. Okužba lahko tako vztraja tudi v pogojih, znotraj 
katerih bi jim bila začetna rast onemogočena. Pri tem je zelo pomembna poroznost in 
mehanična zgradba anorganskega materiala, na katerem rastejo. Vpojne stene in stropi tako 
zagotavljajo veliko okoljsko stabilnost za rast mikroorganizmov, če niso dovolj zračni. Kot 
konservatorji-restavratorji moramo tako upoštevati vse dejavnike tudi v na prvi pogled manj 
vlažnih okoljih.
19
     
 
2.2.1 Poškodbe, ki jih mikroorganizmi povzročajo na stenskih slikah in drugih umetnih 
kamnitih površinah 
 
Med umetne kamnite površine uvrščamo štukature, mavec, beton, apnene omete in keramične 
materiale. Z izrazom umetne imamo v mislih materiale, ki jih je izdelal človek, ki vsebujejo 
materiale geološkega izvora. Tovrstni materiali niso nujno popolnoma anorganske sestave, saj 
lahko vsebujejo organske pigmente in veziva, ki lahko vplivajo na njihovo izpostavljenost 
biorazgradnji. Ko govorimo o stenskih poslikavah, imamo v mislih vse materiale, ki so v njih 
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prisotni, od nosilca do pigmentov in veziv. Nosilec je navadno opečnata stena, lahko pa tudi 
naraven kamen ali les. Materiali, s katerimi se srečamo pri stenskih poslikavah, so navadno 
zelo porozni in predstavljajo fizikalno-kemičen sistem, na katerega lahko močno vpliva 
okolje, v katerem se ta nahaja. Apneni, cementni in mavčni ometi ter štukature so zelo 
podvrženi kolonizaciji organizmov in mikroorganizmov, ravno zaradi svoje poroznosti in 
mineralne sestave. To je najbolj očitno v primeru opečnatih sten ali mozaikov, kjer se 
biološka okužba začne na malti in se nato razširi na opeko in kamen. Med glivami sta 
najpogosteje izolirani vrsti Cladosporium in Alternaria. Stenske poslikave so pogosto 
izpostavljene biorazgradnji ne samo zaradi svoje poroznosti, ampak pogosto tudi zaradi 
lokacije v notranjosti stavb, kjer so pogoji za rast mikroorganizmov boljši. To pomeni višjo 
relativno zračno vlažnost, kapilarni vlek in kondenzacijo vode. Interakcija z atmosfero lahko 
povzroča nabiranje onesnaževalcev iz zraka. Tudi konservatorsko-restavratorski posegi na teh 
delih, ki pogosto vključujejo uporabo organskih materialov, prispevajo k spremembam na 
površini materiala, kar lahko spodbudi rast mikroorganizmov. Ali gre za stensko poslikavo v 
secco tehniki ali pravo fresko, kljub drugačnim materialom, navadno ne igra večje vloge pri 
okužbah z mikroorganizmi. Bolj verjetno je, da so okužbe bolj odvisne od dostopnosti vode in 
zračnosti okolja. Izvedenih je bilo že veliko študij, da bi identificirali povzročitelje vidnih 
sprememb na stenskih poslikavah, kamor spadajo črne, rjave ali zelene lise, vijolične patine, 
bele eflorescence ... Študije so bile izvedene tudi na degradiranih stenskih poslikavah brez 
vidnih okužb z mikroorganizmi. V obeh primerih so bile najpogosteje izolirane glive, 
bakterije in zelene alge. Ti organizmi niso odgovorni le za lise, temveč tudi za odstopanje 
barvne plasti. Za slednje so odgovorne predvsem glive, ki s svojimi hifami prodirajo v 
globino ometov. Pogosto izolirane so tudi dušikove bakterije, ki naj bi bile ene izmed prvih 
organizmov, ki začnejo rasti na materialu. Življenjski cikel teh bakterij bi bil lahko pogoj za 
nadaljnji razvoj heterotrofnih bakterij, saj jim nudijo potrebna hranila za rast. Vrste, s katerimi 
se najpogosteje srečamo na stenskih poslikavah, so Anthrobacter, Bacillus, Pseudomonas, 
Micrococcus in Kocuria. Biorazgradnja se pogosto pojavi v povezavi z drugimi procesi, kot je 
eflorescenca soli, saj oboje povzroča visoka prisotnost vlage. Prisotnost soli lahko nudi 
ugodno okolje mnogim glivam in bakterijam. Bakterije, ki jih najdemo na stenskih 
poslikavah, imajo različne stopnje tolerance do soli. Nekatere so celo halofilne, kamor 
spadajo predvsem gram-pozitivne heterotrofne bakterije. Zaradi molekularnih tehnik so bile s 
stenskih poslikav z visoko vsebnostjo soli pogosto izolirane Clostridium, Frankia, Halomonas 
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in tudi nekatere vrste arhej. Na visoko vsebnost soli sta zelo odporni tudi vrsti Penicillium in 
Aspergillus, ki ju najpogosteje najdemo na degradiranih stenskih poslikavah. Cianobakterije 
in alge na stenskih poslikavah tvorijo raznobarvne patine ali prašnate formacije rožnate, 
rumene, sive ali bele barve. Barva je odvisna od biocenoze
20
, stopnje razvoja in lastnosti 
prevladujočih organizmov. Degradiranost stenskih poslikav je pogosto večja v bližini oken, 
vrat in tal. Na teh mestih je prisotnih več mikroorganizmov, kar kaže na pomembno vlogo 
zračnega toka, ki omogoča prenos spor. Na teh mestih je zaradi nižjih temperatur večja tudi 
prisotnost vlage, v bližini tal pa je to posledica kapilarnega vleka. Okna pomenijo tudi večjo 
količino svetlobe. Pri stenskih poslikavah na zunanjščinah se pogosto srečamo z enakimi 
vrstami mikroorganizmov kot v notranjosti, razlika je predvsem v količini prisotnih spor, ki je 
na zunanjščinah neprimerljivo večja. Na zunanjščinah navadno najdemo tudi večje količine 
bakterij. Izvedenih je bilo že veliko študij o vplivu prisotnosti pigmentov, veziv in 
konservatorsko-restavratorskih materialov na rast mikroorganizmov. Večina pigmentov na 
rast mikroorganizmov nima vpliva, čeprav bi nekateri lahko njihovo rast spodbujali, drugi pa 
zavirali. Zemeljski pigmenti so najbolj občutljivi na biološke napade. Pri nekaterih pigmentih, 
ki vsebujejo kovine, pa lahko zaradi mikroorganizmov pride do spremembe barve. Tudi 
veziva so lahko v različnih merah podvržena napadom s strani gliv, v odvisnosti od njihove 
kemične sestave. Najbolj občutljiva so kazein, jajčna tempera, emulzijske tempere in laneno 
olje. Tudi tukaj pa igra pri začetku okužbe najpomembnejšo vlogo relativna zračna vlažnost in 
drugi okoljski dejavniki. Rast lišajev je odvisna predvsem od izpostavljenosti svetlobi in 
vlagi. Lišaje najpogosteje najdemo na stenskih poslikavah na zunanjščinah, kjer so površine 
izpostavljene dežju. Najpogosteje rastejo na rumenem in rjavem okru, rdeči pigmenti pa 
njihovo rast navadno zavirajo, najverjetneje zaradi večje prisotnosti železa in živega srebra. 
Lišaji lahko s hifami dobro prodirajo v pore v materialu in lahko poleg mehanskih poškodb 
povzročajo razbarvanje pigmentov. Tudi rastline igrajo pomembno vlogo pri razgradnji 
stenskih poslikav. S svojimi koreninskimi sistemi lahko povzročajo odstopanje vrhnjih plasti 
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3 MIKROBIOLOŠKE ANALIZE 
 
Identifikacija organizmov odgovornih za biorazgradnjo je pomemben korak pri poznavanju 
pogojev za njihovo rast in določanju stopnje nevarnosti, ki jo predstavljajo umetniškim 
delom. Na podlagi tega lahko najprej načrtujemo načine njihovega odstranjevanja in 
zmanjšanje škode, ki jo povzročajo. Metode izolacije in identifikacije se razlikujejo glede na 
vrsto organizmov, ki jih proučujemo. Identifikacija izoliranih mikroorganizmov nas lahko 
vodi do objav o potencialnem vplivu posamezne vrste na določen material, če je že bil 
proučen. V primeru redkih in še neraziskanih mikrobov pa nam ne da informacij o vplivu 
organizmov na umetniško delo. V praksi se veliko pogosteje srečujemo samo z identifikacijo, 
premalo pozornosti pa je posvečene drugemu delu. Študije, ki se osredotočajo na 
identifikacijo in obseg razgradnje, so osnovane na odnosu med organizmi in materialom, na 
katerem se te nahajajo. Izbor metode vzorčenja, na osnovi katere sklepamo o vrstah mikrobov 
na okuženih površinah, je tako ključen in vpliva na nadaljnje postopke. Zato moramo vse 
preiskave smiselno zastaviti in se zavedati dejstva, da identifikacija določene vrste 
organizmov s površin še ne pomeni nujno, da imajo ti vlogo pri njeni razgradnji. Stopnjo 
vpliva organizmov na površino je pomembno določiti predvsem zato, da vemo, ali je 





Vzorčenje mora biti načrtovano glede na cilj, ki ga želimo doseči. Razlikujemo med 
identifikacijo organizmov, njihovim odnosom z materialom in njihovim vplivom na 
razgradnjo tega materiala. Načina vzorčenja in shranjevanja vzorcev se razlikujeta glede na 
vrsto materiala in glede na to, katere vrste organizmov se na njem nahajajo. Če gre za lišaje, 
mahove in višje rastline, se jih vzorči le v primeru dvoma, za katero vrsto organizma gre, ali 
če še ni dostopen v zbirki. Vzorci morajo biti čim bolj reprezentativni in primerni za nadaljnje 
metode proučevanja. Poznamo destruktivne in nedestruktivne načine vzorčenja za 
proučevanje mikroorganizmov. K nedestruktivnim ali minimalno destruktivnim tehnikam 
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spadajo jemanje minimalne velikosti vzorcev, npr. z iglo, vatenko, lepilnim trakom. S temi 
metodami praviloma odvzamemo samo biomaso, lahko pa tudi manjši del substrata v primeru, 
da je ta že delno ločen od celote. Pod destruktivno metodo pa štejemo odvzem večjih vzorcev, 
npr. krušenje s skalpelom, s katerim zajamemo biomaso skupaj z delom materiala 
izpostavljenim biorazgradnji. Glede na analize, ki jih želimo izvesti, moramo za odvzem 
vzorca uporabljati čiste ali sterilne instrumente. Za vse mikrobiološke analize je sterilnost 
med vzorčenjem zelo pomembna. Količina odvzetega vzorca vpliva na količino in vrsto 
analiz, ki jih bomo lahko izvedli in posledično na stopnjo identifikacije, ki jih bomo lahko 
dosegli. Preden začnemo z vzorčenjem, moramo tako vedeti, kateri način je najbolj primeren 




3.2 Detekcija mikroorganizmov 
 
Natančnost identifikacije mikroorganizmov je ključna za predvidevanje poškodb podlage, na 
kateri rastejo. Pomembna je tudi v nadaljnjih korakih za določanje konservatorsko-
restavratorskih ukrepov za reševanje okuženih umetniških del. Identifikacijski procesi se 
razlikujejo glede na vrsto organizma. Poleg fenotipskih (npr. makro- in mikromorfoloških 
znakov) mikrobe lahko proučujemo še z drugimi, natančnejšimi tehnikami, npr. genotipsko 
(na osnovi DNA analiz). 
 
3.2.1 Tehnike gojenja mikroorganizmov 
 
Da lahko vzgojimo določene vrste mikroorganizmov, moramo poznati njihove hranilne in 
okoljske zahteve za rast. Izbrati moramo pravilno gojišče, ki jim zagotavlja vse potrebne 
hranilne snovi za rast in jih vzgajati v okolju s primernim pH, temperaturo in prisotnostjo 
kisika. Če želimo izvajati analizo s pomočjo gojitvenih tehnik, morajo biti instrumenti in 
okolje, v katerem delamo, vedno sterilni. Kljub zagotovitvi primernih pogojev pa niso vsi 
mikrobi sposobni rasti v umetnem okolju, saj ne poznamo njihovih prehranskih potreb, 
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neraziskana pa je tudi medsebojna odvisnost mnogih vrst. Ocenjujejo, da lahko v 
laboratorijskih pogojih vzgojimo le 1–5 odstotkov vrst mikroorganizmov. Na osnovi 
vzgojenih čistih kultur lahko pridobimo ključne podatke o posameznih vrstah, predstavljajo 





3.2.2 Molekularno genetske tehnike 
 
Z molekularno genetskimi tehnikami proučujemo molekularno genetske karakteristike 
mikroorganizmov, osnovane so na DNA, pa tudi na RNA molekulah. S tovrstnimi tehnikami 
lahko opredelimo nukleotidna zaporedja, prisotnost oz. odsotnost genov, njihove podobnosti 
in razlike. Za identifikacijo mikroorganizmov, ki poseljujejo umetniška dela, lahko uporabimo 
mnoge že ustaljene molekularne tehnike na področju mikrobiologije. Z metodo verižne 
reakcije s polimerazo (angl. »polymerase chain reaction« oz. PCR) pomnožujemo določena 
nukleotidna zaporedja, kar nam primerjalno z drugimi mikrobi omogoči njihovo 
identifikacijo. Nukleinsko kislino lahko pridobimo iz posameznih izoliranih celic vzgojenih 
na gojiščih, ali neposredno iz vzorcev, ki jih proučujemo. V slednjem primeru lahko 
proučujemo celotno mikrobno skupnost, tudi mikroorganizme, ki jih ne znamo vzgojiti v 
kulturah. Izbrana nukleotidna zaporedja lahko primerjamo z že obstoječo bazo podatkov in na 




3.2.3 Identifikacija mikroorganizmov z metodo FISH 
 
Fluorescentna in situ hibridizacija (FISH) je tehnika, ki nam omogoča proučevanje 
kompleksnih skupnosti in identifikacijo posameznih celic neposredno na lokaciji umetnine, 
brez gojenja mikrobov v kulturah. Pri tej tehniki uporabljamo molekularne sonde, ki nase 
vežejo sebi komplementarne dele RNA ali DNA. Z njimi lahko določamo ali gre za glive, 
bakterije, arheje, lahko pa služijo tudi identifikaciji vrste. Prepoznavamo lahko tudi 
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nukleotidna zaporedja glede na specifično encimsko aktivnost. Pri tej tehniki morajo biti 





3.2.4 Zaznavanje mikrobne aktivnosti 
 
Prisotnost mikroorganizmov lahko zaznavamo tudi s kemičnimi in biokemičnimi testi, ki 
merijo njihovo aktivnost. Lahko merimo energijski naboj, celično dihanje ali metabolno 
aktivnost. Z metodami, ki merijo dihanje, lahko glede na porabo kisika ali izpustov 
ogljikovega dioksida prepoznavamo prisotnost aktivnih razgrajevalcev. Bolj natančno 
prepoznavanje nam omogoča merjenje plinov, kjer merimo razliko med vzorcem in kontrolo. 
To lahko naredimo tako, da okužen predmet zapremo v neprodušno komoro in merimo 
koncentracije plinov v času. Tudi mikrokalorimetrija je metoda, s katero lahko merimo 
aktivnost gliv v odvisnosti z vodno aktivnostjo. Pri tej metodi merimo toploto, ki jo glive 
proizvajajo pri svojih metabolnih procesih. Merjenje količine klorofila z UV/VIS 
spektrofotometrično analizo je uporabno za zaznavanje mikroorganizmov sposobnih 
fotosinteze in delno tudi za njihovo identifikacijo. Marsikaj lahko izvemo tudi s 
proučevanjem izotopnih komponent materiala, glede na to, da mikroorganizmi za svojo rast 




3.2.5 Zaznavanje mikrobov preko detekcije za njih specifičnih molekul 
 
Prisotnost gliv lahko merimo z analizo hitina in ergosterola v materialu. Hitin in ergosterol sta 
prisotna le v celicah gliv, zato sta dobra indikatorja obsega njihove rasti. 
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3.3 Analize za oceno odnosa med materialom in povzročeno 
razgradnjo 
3.3.1 Opazovanje vzorcev z optičnim mikroskopom 
 
Opazovanje z optičnim mikroskopom nam omogoča zaznavanje prisotnosti biorazgrajevalcev, 
njihove strukturne in morfološke lastnosti, preko katerih jih lahko prepoznamo, globino in 
način penetracije in posledice, do katerih bi lahko prišlo ob njihovem odstranjevanju z 
različnimi substancami. Za opazovanje lahko uporabljamo polarizirano, prosojno, odbojno, 
fluorescentno svetlobo. Opazujemo lahko sveže ali primerno obdelane in obarvane vzorce. Če 
želimo opazovati, do katere globine seže okužba, je najbolje opazovati stanjšane in spolirane 
vzorce, ki so lahko prosti ali zaliti s smolo. Kadar opazujemo težko opazne mikroorganizme, 
si lahko pomagamo z obarvanjem vzorca z različnimi barvili. Najpogosteje uporabljena 
barvila so metilen modro, laktofenol modro, Schiffov reagent, akridin oranžno … Tako 
opazovanje vzorcev je zelo uporabno, kadar želimo videti interakcijo mikroorganizmov z 
materialom (razvoj znotraj materiala, način penetracije, določanje škode, ki jo povzročajo). 
Omeniti je treba tudi opazovanje s stereomikroskopom. 
 
3.3.2 Opazovanje vzorcev z elektronskim mikroskopom 
 
Površinske strukture in odnos med organizmi in materialom lahko proučujemo tudi s pomočjo 
vrstične elektronske mikroskopije (angl. »Scanning Electron Microscopy« oz. SEM) ali 
okoljske vrstične elektronske mikroskopije (angl. »Environmental Scanning Electron 
Microscopy« oz. ESEM). Presevna elektronska mikroskopija (angl. »Transmission Electron 
Microscopy« oz. TEM) pa nam omogoča proučevanje struktur znotraj celic. Pri SEM in TEM 
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3.3.3 Druge metode za proučevanje posledic razgradnje 
 
Za opredelitev razgradnje materiala lahko uporabimo različne metode, katerih izbor je 
odvisen od vrste okuženega materiala. V nekaterih primerih obsežnejše kolonizacije 
organskih materialov z glivami lahko uporabljamo zvočne analize, pri katerih skozi material 
pošiljamo zvočne valove, radiografske metode (predvsem rentgenske žarke) in električni 
upor. Destruktivne tehnike pa vedno zahtevajo tudi odvzem materiala samega. Sem spadajo 
FT-IR spektrofotometrija, ramanska spektroskopija, rentgenska difrakcija, določitev stopnje 
polimerizacije, SEM mikroskopija z EDS (angl. »Energy dispersive spectroscopy«), analitska 
tehnika, ki se uporablja za elementarno analizo ali kemično karakterizacijo vzorca. 
 
3.3.4 Določanje števila mikrobov v zraku 
 
Zrak lahko igra pomembno vlogo pri razgradnji umetnin. S pomočjo biološkega monitoringa 
zraka lahko dobimo ključne podatke za možnost kontaminacije oz. za preprečevanje 
biorazgradnje. Zelo enostavna metoda vzorčenja je, da plošče z gojišči pustimo na odprtem. 
Na ta način dobimo samo kvalitativne informacije. Aktivne metode vzorčenja pa nam 
zagotavljajo tudi podatke o količini mikroorganizmov na določeno prostornino zraka. S 
tovrstnimi metodami vnaprej določeno količino zraka aktivno črpamo na gojišče bodisi skozi 
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4 OBRAVNAVANE FRESKE NA ZUNANJŠČINAH 
 








Slika 2 Notranjost cerkve sv. Nikolaja (foto: Blaž Šeme). 
 
V vasi Visoko pod Kureščkom smo vzorce jemali s cerkve svetega Nikolaja. Cerkev sv. 
Nikolaja je majhna srednjeveška ižanska podružnica, bogata s stenskimi poslikavami tako v 
svoji notranjosti kot tudi na zunanjih stenah. Poslikave je že leta 1443 naslikal slikar Janez 
Ljubljanski. Dobra ohranjenost in zanimive ikonografske podrobnosti uvrščajo freske na 
Visokem med najpomembnejše slovenske slikarske spomenike srednjega veka. Freske so bile 
v preteklosti zakrite. Za njihov obstoj se je izvedelo leta 1889, znova pa so bile odkrite šele od 
leta 1910 do 1912. Ob konserviranju-restavriranju Luksurije na vzhodni zunanjščini po drugi 
svetovni vojni je bila na njenem zgornjem robu odkrita letnica 1443, ki potrjuje čas nastanka 
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dela. Janez Ljubljanski se pri svojih poslikavah vsebinsko in dekorativno drži stalnic, ki so 
bile pri nas značilne za poznosrednjeveške poslikave. Gre predvsem za upodobitve apostolov, 
simbolov evangelistov in angelov. Vsebina poslikav zajema tudi upodobitev Kristusa, 
Marijinega oznanjenja in prizore iz življenja svetnika te cerkve, sv. Nikolaja ter nekatere 
druge svetniške upodobitve. Vzorce smo odvzeli z nekaterih predelov v notranjosti ter s 
stenske poslikave na vzhodni zunanjščini ladje; poleg tega pa so odvzeti tudi s severne 
zunanjščine. Na vzhodni zunanjščini cerkve gre za upodobitev sv. Krištofa in personifikacijo 
Luksurije, ene od pregreh (nečistosti oz. pohotnosti) v podobi gole mlade ženske, ki ima na 
rokah dve kači, ki ji grizljata dojki, okoli noge pa ima ovit jezik peklenskega žrela. Originalna 
Luksurija je danes sneta in se nahaja v Muzeju in galerijah mesta Ljubljane. Na njenem 
prvotnem mestu je zdaj kopija, ki jo je leta 1990 naslikal konservator-restavrator Ivan 
Bogovčič. 
Vzorci so bili odvzeti s svetega Krištofa, ki je kljub standardnim frontalnim upodobitvam 
naslikan v polprofilu. Tako freska svetega Krištofa kot Luksurije sta skozi čas precej propadli 
in bili v preteklosti že konservirani-restavrirani. Drugi del vzorcev je bil odvzet s slikarjeve 
votivne kompozicije na severnem pročelju cerkve, ki je danes povsem propadla. France Stele 
je zapisal, da je ta freska upodabljala štiri svetnike oz. svetnice (predvidoma sv. Barbaro, 
škofa sv. Nikolaja, Dorotejo in Apolonijo), ob dveh klečečih osebah. Ti dve osebi naj bi bili 
Janez Ljubljanski in duhovnik v belem. Janez Ljubljanski je bil razpoznaven zaradi svojega 
grbovnega znamenja, ki so ga običajno uporabljali slikarji. Visoko pod Kureščkom je zaradi 
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4.2 Pijava Gorica 
 
Cerkev svetega Simona in Juda Tadeja na Pijavi Gorici je podružnica iške župnije. Ima gotsko 
zvezdasto obokan prezbiterij, ki ga datiramo proti sredini 15. stoletja, na njeno starost pa 
nakazuje tudi cerkvena ladja. Ob koncu 19. stoletja so ugotovili, da je s freskami prekrit vsaj 
obok prezbiterija. Pozneje so se izpod ometa začeli luščiti fragmenti, na podlagi katerih se je 
pokazalo, da gre za delo Janeza Ljubljanskega. Ljubljanska območna enota Zavoda za varstvo 
kulturne dediščine Slovenije je cerkev v preteklosti obnovila in odkrila njene freske. Na 
freskah so upodobljeni svetniki, evangelisti, angeli in škofovske glave. Danes so sicer 
konservirane-restavrirane, vidi pa se, da so bile pred posegi v zelo slabem stanju in so bile v 
dobri meri dopolnjene. Okoli fresk so vidne obrobe, ki nakazujejo na nastanek v poznem 14. 
ali zgodnjem 15. stoletju. Obrazne črte, kolikor so po konserviranju-restavriranju še 
verodostojne, pa nakazujejo na še zgodnejši čas. 
Vzorci so bili odvzeti s freske na severni zunanjščini prezbiterija cerkve. Na njej je razvidna 
velika celopostavna podoba sv. Krištofa, ki pa je zelo slabo ohranjena. V zgornjem delu je 
bolje ohranjen fragment s svetniškim sijem in malim Kristusom, ki sedi na njegovem ramenu. 
Na levi spodnji strani pa je bolje ohranjen del obrobe stenske poslikave. Da gre za delo Janeza 
Ljubljanskega, je razvidno v prezbiteriju cerkve, saj so poslikave v notranjščini bolje 
ohranjene. Njegovo avtorstvo kažejo angeli na oboku, predvsem pa poprsje domnevnega sv. 
Ahaca nad južnim oknom. Njegov močno modelirani obraz nakazuje na poznejšo stopnjo 
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Slika 3 Cerkev sv. Simona in Juda Tadeja (foto: Blaž Šeme). 
 
4.3 Tlake pri Šmarju-Sapu 
 
V Tlakah pri Šmarju-Sapu smo vzorce jemali s cerkve svetega Križa. Cerkev je šmarska 
podružnica. Najverjetneje je nastala v 13. stoletju, kar potrjujejo različni arhitektonski 
gradbeni elementi, kot je polkrožno zaključen cerkveni vhod v zahodnem pročelju pod 
zvonikom. V zasnovi je cerkev romanska s prizidanim baročnim prezbiterijem ter 
poznobaročnim zvonikom. Na severni zunanjščini ladje so ostanki ambiciozno zasnovane 
poslikave. Cerkev je bila poslikana v dveh delih. Pri starejši fazi poslikave gre za ostanke 
obrobe, ki jo po značilnem motivu osmerokrakih zvezdic in rombov lahko uvrstimo v široko 
skupino tako imenovanih goriških delavnic s konca 14. in začetka 15. stoletja. Med novejšo 
poslikavo pa spadata dve veliki upodobitvi ob desnem oknu, ki prikazujeta Kristusov križ in 
sv. Heleno, ki stoji na njegovi levi strani. 
Vzorce smo jemali s spodnje desne strani cerkve, kjer je na robu zidu naslikana upodobitev 
sv. Krištofa, postavljenega pod velik, zgoraj zaokrožen okvir. Gre za veliko figuro v 
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renesančni noši. Na desnem ramenu mu sedi sveto dete z lepo ohranjenim obrazom in 
ogrinjalom. Na spodnjem delu freske so upodobljena bajeslovna vodna bitja, s kakršnimi so 
slikarji v tistem času poživljali Krištofove slike. Freska je že močno odrgnjena in zbledela. 
Kljub slabi ohranjenosti lahko poslikavo uvrstimo med boljše zglede našega slikarstva iz 
prehodnega obdobja zgodnjega 16. stoletja. Glede na način upodobitve figur in posamezne 
slikarske karakteristike jo je mogoče datirati v čas okoli 1520–1530. Kristusov križ z 
mučilnimi orodji pogosto srečamo v nemških religioznih tiskih poznega 15. in zgodnjega 16. 




















Slika 4 Cerkev sv. Križa (foto: Blaž Šeme). 
 
                                                 
32
 HÖFLER 2001, op. 29, str. 190–191. 
35 
Zala Rebernak, 
Mikrobiološke analize stenskih poslikav na zunanjščinah 




5 NABOR MATERIALOV  
 
5.1 Komercialni kompleti in reagenti 
 
- komplet za izolacijo DNA bakterij in kvasovk: PrepMan® Ultra Sample Preparation 
Reagent, Life Technologies, ZDA 
- mešanica za verižno reakcijo s polimerazo: Power SYBR Green PCR Master Mix, Life 
Technologies, ZDA  
- komplet za obarvanje živih in mrtvih celic: LIVE/DEAD Yeast Viability Kit, Life 




Tabela 1 Nabor uporabljenih kemikalij. 
KEMIKALIJA PROIZVAJALEC 
Agar Formedium LTD, Hunstanton, ZK 
Agaroza Sigma-Aldrich, Nemčija 
Anilin modro v mlečni kislini Fisher Scientific, Loughborough, ZK 
Bromofenol modro Sigma-Aldrich, Nemčija 
Celit Merck, Darmstadt, Nemčija 
Cikloheksimid Sigma Chemical C., St. Luis, ZDA 
CTAB pufer Sigma-Aldrich, Nemčija 
DG18 (Agar base) Biolife, Milano, Italija 
DRBC (Agar base) Biolife, Milano, Italija 
Etanol 96% Chemo d.d., Ljubljana, Slovenija 
Glicerol Avantor, ZDA 
Glukoza (D-glukoza) Fisher Scientific, Loughborough, ZK 
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HEPES pufer Sigma-Aldrich, Nemčija 
Hranilni bujon (rastni medij) Biolife, Milano, Italija 
Kloramfenikol Acros Organics, New Jersey, ZDA 
Kloroform Kemika, Zagreb, Hrvaška 
Klorovodikova kislina (HCl) Fisher Scientific, Loughborough, ZK 
Ksilen cianol Sigma-Aldrich, Nemčija 
Lestvica DNA (GeneRuler 1kb DNA Ladder Plus) Fermentas Life Sciences, Litva 
Magnezijev sulfat (MgSO4.H2O) Acros Organics, New Jersey, ZDA 
Mesni pepton Laboratorios Conda, Madrid, Španija 
Mešanica deoksiribonukleotidov dNTP, 10mM Fermentas Life Sciences, Litva 
Mešanica mastermix za PCR Fermentas Life Sciences, Litva 
Natrijev hidroksid (NaOH) Fisher Scientific, Loughborough, ZK 
Natrijev klorid (NaCl) Fisher Scientific, Loughborough, ZK 
Oligonukleotidni začetnik ACT-512F Fermentas Life Sciences, Litva 
Oligonukleotidni začetnik ACT-783R Fermentas Life Sciences, Litva 
Oligonukleotidni začetnik Ben2f Fermentas Life Sciences, Litva 
Oligonukleotidni začetnik Bt2b Fermentas Life Sciences, Litva 
Oligonukleotidni začetnik EF1-728F  Fermentas Life Sciences, Litva 
Oligonukleotidni začetnik EF1-986R Fermentas Life Sciences, Litva 
Oligonukleotidni začetnik ITS4 Fermentas Life Sciences, Litva 
Oligonukleotidni začetnik ITS5 Fermentas Life Sciences, Litva 
Oligonukleotidni začetnik RNA-1495r Fermentas Life Sciences, Litva 
Oligonukleotidni začetnik RNA-27F Fermentas Life Sciences, Litva 
Polimeraza DreamTaq (5U/µL) Fermentas Life Sciences, Litva 
Polimerazni pufer z MgCl2 Dream taq Fermentas Life Sciences, Litva 
PrepMan Ultra Sample Preparation Reagent Fisher Scientific, Loughborough, ZK 
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R-2A Agar Sigma-Aldrich, Nemčija 
Sladni ekstrakt (Malt extract) Biolife, Milano, Italija 
Silikagel Merck, Darmstadt, Nemčija 
Soyaza Sigma-Aldrich, Nemčija 
Syber green DNK barvilo  Fisher Scientific, Loughborough, ZK 
TAE pufer (Tris-ocetna kislina-EDTA) Fisher Scientific, Loughborough, ZK 
TE pufer (Tris-EDTA) Sigma-Aldrich, Nemčija 
Tryptone Biolife, Milano, Italija 
Tween 80 ICI Americas, Inc., Wilmingston, ZDA 
 
5.3 Laboratorijska oprema 
 
Tabela 2 Nabor uporabljene laboratorijske opreme. 
LABORATORIJSKA OPREMA PROIZVAJALEC 
Avtoklav A-63C Kambič, Slovenija 
Bunsenov gorilnik TLOS, Zagreb, Hrvaška 
Centrifuga Eppendorf, Nemčija 
Digestorij Variolab Molibien W90 Waldner, Nemčija 
Digitalna kamera DP12 Olympus, Japonska 
Digitalni USB mikroskop Dino-Lite Pro AnMo electronics, Tajvan 
Električni transformator za elektroforezo Consort 
E143 
Sigma-Aldrich, ZDA 
Elektroforezna banjica BioRad SubCell GT BioRad, ZDA 
Homogenizator MM301 Retsch, Nemčija 
Inkubator Sanyo Sanyo, Japonska 
Laminarij LabCaire SC-R Fisher Scientific, ZK 
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Magnetno mešalo Rotamix 550MMH Tehtnica, Slovenija 
Mikroskop Olympus BX51 Olympus, Japonska 
Mikrovalovna pečica Gorenje, Slovenija 
PCR sistem Eppendorf, Nemčija 
pH meter Metrom 713 Slovenija 
Stereomikroskop Steri SV11 z virom svetlobe 
KL1500 LCD 
Zeiss, Nemčija 
Tehtnica ET-1111 Tehtnica, Slovenija 
Termoblok Eppendorf, Nemčija 
Vibracijsko mešalo Vortex 2 IKA, Slovenija 






Vzorce smo odvzeli s treh različnih lokacij v okolici Ljubljane: Visoko pod Kureščkom, 
Pijava Gorica in Tlake pri Šmarju-Sapu. Pri vseh treh lokacijah gre za stenske poslikave na 
zunanji, na eni lokaciji pa tudi v notranjosti cerkve. Na Visokem pod Kureščkom smo vzorce 
vzeli z dveh stenskih poslikav na severni in vzhodni zunanji strani cerkve svetega Nikolaja 
(slika 1) in s treh mest v njeni notranjosti (slika 2). V Pijavi Gorici smo jih odvzeli s stenske 
poslikave na severni zunanji strani cerkve svetega Simona in Juda Tadeja (slika 3), v Tlakah 
pri Šmarju-Sapu pa s stenske poslikave na severni zunanji strani cerkve svetega Križa (slika 
9). Vzorce smo jemali dne 12. marca, ko je bila izmerjena temperatura 6 °C, 14 dni po 
najnižjih temperaturah v letu 2018, do -10 °C v Ljubljani. Mikrobna rast je bila s prostim 
očesom vidna na vseh stenskih poslikavah, predvsem na njihovih spodnjih polovicah, kjer so 
bile zaradi bližine tal bolj izpostavljene vlagi. Stenske poslikave so bile večinoma v zelo 
slabem stanju. Ponekod so bile poslikave zaradi odpadanja ometa in drugih mehanskih 
poškodb zidu komaj vidne. Primarni povzročitelj teh mehanskih poškodb najbrž niso bili 
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mikroorganizmi, temveč neprimerni okoljski pogoji, med katerimi je vodilni izpostavljenost 
dežju.  
Vzorce s stenskih poslikav smo jemali z lepilnim trakom, vatenkami in s skalpelom. Pri 
vzorčenju smo pazili, da poslikav nismo poškodovali. Vsako poslikavo smo najprej pregledali 
s prostim očesom in si zabeležili, koliko različnih vrst kolonij je vidnih. Z USB-mikroskopom 
smo si ogledali vsako vrsto posebej in naredili fotografijo. 
 
6.1.1 Mesta odvzema vzorcev 
 
6.1.1.1 Visoko pod Kureščkom 
 
 
Slika 5 Freska v notranjosti cerkve sv. Nikolaja, Visoko pod Kureščkom. Janez Ljubljanski, del stenske 
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Slika 6 in Slika 7 Freski v notranjosti cerkve sv. Nikolaja, Visoko pod Kureščkom. Janez Ljubljanski, del 
stenske poslikave, 1443: Mesti odvzema vzorca "črna lok" (levo) in "siva" (desno) (foto: Blaž Šeme). 
 
 
Slika 8 in Slika 9 Freski na zunanjosti cerkve sv. Nikolaja, Visoko pod Kureščkom. Janez Ljubljanski, sveti 
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6.1.1.2 Pijava Gorica 
 
 
Slika 10 Freska na zunanjosti cerkve sv. Simona in Juda Tadeja. Janez Ljubljanski, sv. Krištof, 15. stoletje: 
mesti odvzema vzorcev (foto: Blaž Šeme). 
 
6.1.1.3 Tlake pri Šmarju-Sapu 
 
 
Slika 11 Freska na zunanjosti cerkve sv. Križa. Neznani avtor, sveti Krištof, 16. stoletje: mesti odvzema 
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6.1.2 Načini vzorčenja 
 
6.1.2.1 Vzorčenje z vatenko 
 
Pri delu smo uporabljali sterilne vatenke, ki smo jih omočili s fiziološko raztopino (0,9-
odstotna raztopina NaCl). Vsako vatenko smo podrgnili ob domnevno rastočo kolonijo, jo 
spravili in označili glede na barvo. Na ta način smo vzeli vzorce z vseh stenskih poslikav, ki 
smo jih proučevali. Poleg brisov mest, kjer smo domnevali razrast mikrobov, smo vzeli tudi 
kontrolne vzorce z mest, kjer ni bilo vidne prisotnosti mikroorganizmov. To smo naredili 
zato, da smo imeli na koncu primerjavo med okuženimi in navidezno neokuženimi deli 
poslikav. Vzorce odvzete z vatenkami smo v laboratoriju nacepili na gojišča. Do uporabe smo 
jih imeli shranjene na temperaturi 4 °C. 
 
6.1.2.2 Vzorčenje z lepilnim trakom 
 
Odrezali smo približno 5 cm lepilnega traku in ga zalepili v obroček okoli prsta tako, da je 
bila lepljiva stran obrnjena navzven. Pri tem smo bili pozorni, da smo se lepilnega traku 
dotikali le na robovih. Nato smo ga pritisnili na mesto, kjer smo želeli vzorčiti in bili pozorni, 
da se je nanj res prijelo nekaj biomase. Lepilni trak smo nato s prazno stranjo nalepili v 
Petrijevo posodico, jo zaprli in primerno označili. Iz tako vzetih vzorcev smo pozneje 
pripravili mikroskopske preparate. Z lepilnim trakom smo vzorce jemali le na nekaterih 
lokacijah, saj smo večinoma dovolj materiala dobili s preostalimi metodami. 
 
6.1.2.3 Vzorčenje s skalpelom 
 
Z vseh lokacij, razen z notranjosti cerkve na Visokem pod Kureščkom, smo vzeli tudi vzorce 
s sterilnim skalpelom. Jemali sem jih tako, da poslikav nismo dodatno poškodovali. Vzorce 
smo jemali z mest, kjer je omet odpadal že sam od sebe in kjer so bile vidne večje, lažje 
odstranljive mikrobne razrasti. Odkruške smo s skalpelom strgali v Petrijeve posodice, ki smo 
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jih primerno označili. Odkruške smo nato v laboratoriju pregledali s stereomikroskopom. Iz 
njih smo pripravili mikroskopske preparate in jih obarvali s kompletom barvil za obarvanje 
živih in mrtvih celic. 
 
Tabela 3 Načini in število odvzetih vzorcev na različnih lokacijah. 
 Vatenka Skalpel Lepilni trak 
1 - Visoko pod 
Kureščkom (zunaj – 
sv. Krištof) 
 
1 × kontrola 1 × črna  
2 × črna 1 × zelena  
2 × zelena   
2 × rdeča   
 





1 × kontrola 1 × črna  
2 × črna 1 × zelena  
2 × zelena 1 × rdeča  
2 × rdeča   
1 × bela   
 
3 - Visoko pod 
Kureščkom (notri) 
1 × kontrola  2 × črna 
1 × črna  2 × črna lok 
1 × črna lok  2 × siva 
1 × siva   
 
4 - Pijava Gorica 1 × kontrolna 1 × črna 2 × vse skupaj 
1 × črna 1 × zelena  
1 × zelena 1 × siva  
1 × siva   
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5 - Tlake pri Šmarju-
Sapu 
1 × kontrola 1 × črna  
1 × črna 1 × zelena  
1 × zelena   
 
6.2 Pregled s stereomikroskopom 
 
Pod stereomikroskopom (4,5-kratna povečava) smo pregledali in s kamero Olympus DP12 
fotografirali vse s skalpelom odvzete vzorce. Odkruškov ni bilo treba posebej pripravljati, 
samo odprli smo Petrijevo posodico in jih opazovali. Pozorni smo bili, da nismo fotografirali 
le zgornje strani, ampak tudi spodnjo stran odkruškov, kjer so bile ponekod zelo lepo vidne 
hife, ki prodirajo pod površino. 
6.3 Priprava mikroskopskih preparatov 
 
Preparate za svetlobno mikroskopijo smo pripravili iz vzorcev, ki smo jih vzeli z lepilnim 
trakom in s skalpelom. Pozneje smo pripravili tudi preparate vseh kultur, ki smo jih vzgojili. 
Najprej smo vzeli objektno stekelce in nanj kanili kapljico barvila anilin modro v mlečni 
kislini, s katerim smo obarvali citoplazmo glivnih celic. Škarje in pinceto smo namočili v 96-
odstotni etanol in jih ponesli čez gorilnik, da smo jih sterilizirali. Odprli smo Petrijevo 
posodico in previdno odrezali približno 1 cm lepilnega traku z vzorcem. Z lepljivo stranjo 
smo ga položili na kapljico barvila ter škarje in pinceto znova razkužili. Na lepilni trak smo 
kanili še malo barvila in ga pokrili s krovnim stekelcem. Odvečno barvilo smo nato popivnali 
s pivnikom, ki smo ga nežno pritisnili ob preparat. Tako pripravljene preparate smo opazovali 
pod optičnim mikroskopom. Opazovali smo pod 100-, 200- in 400-kratno povečavo. Nekatere 
vzorce smo z imerznim oljem pogledali tudi pod 1000-kratno povečavo. Na odvzetih vzorcih 
so bili vidni delci pigmenta in anorganskih materialov, vlakna vate s predhodnih konserviranj-
restavriranj, hife, škrobna zrna, bakterije in kvasovke. Pri vzorcih odvzetih s skalpelom je bil 
postopek enak, le da smo s posameznega odkruška s pinceto vzeli le malo biomase in jo 
sploščili med krovnim in objektnim stekelcem. Kjer je bila biomasa preveč trda, smo jo 
najprej razmočili s fiziološko raztopino. Pri preparatih iz izoliranih kultur pa smo delali v 
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mikrobiološki zaščitni komori, tako da smo delce lepilnega traku pritiskali ob čiste kulture. 
Pri teh preparatih smo lahko primerjali morfologijo izoliranih kultur in tako že sklepali na 
podobnosti med njimi. Ta informacija nam je pomagala pri odločitvi, pri katerih vzorcih bi 
bila smiselna nadaljnja identifikacija.  
 
Tabela 4 Receptura za pripravo anilinskega modrila v mlečni kislini. 
Anilinsko modrilo v mlečni kislini 
Mlečna kislina 20 g 
Glicerol 40 g 
Anilinsko modrilo Noževa konica 
Destilirana voda 20 ml 
 
6.4 Barvanje živo/mrtvo 
 
Pri tej metodi smo uporabili vzorce odvzete s skalpelom, iz katerih smo naredili preparate. 
Preparate smo naredili iz vseh vzorcev in iz kulture kvasovke Candida albicans, ki nam je 
služila kot pozitivna kontrola. Uporabili smo komercialni komplet LIVE/DEAD Yeast 
Viability Kit. Najprej smo morali narediti pufer iz 0,1 M HEPES pufra, destilirane vode in 20-
odstotne glukoze. Za vsak vzorec smo si pripravili eno mikrocentrifugirko in odpipetirali v 
vsako po 1 ml pufra. Nato smo v eno s cepilno zanko vnesli nekaj kontrolne kvasovke, v 
preostale pa manjše dele odkruškov. Vse mikrocentrifugirke smo centrifugirali 5 min v 
centrifugi na 10.000 obratov. Pufer je omogočil izločanje nečistoč. Po končanem 
centrifugiranju smo odpipetirali supernatant in vzorce znova prekrili z 1 ml pufra. Nato smo v 
vsak vzorec odpipetirali 1 µl komponente A (FUN® 1 celično barvilo) in 5 µl komponente B 
(Calcofluor® White M2R). Mikrocentrifugirke smo zavili v aluminijasto folijo in jih v temi 
inkubirali 30 min na 30 °C. Zatem smo naredili in takoj pregledali mikroskopske preparate za 
vsak vzorec posebej. Na objektno stekelce smo odpipetirali 5 µl vzorca, pri čemer smo bili 
pozorni, da smo zajeli čim več biomase, ki se je med postopki ločila od anorganskega 
materiala. Pokrili smo ga s krovnim stekelcem in opazovali pod optičnim mikroskopom. Vsak 
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vzorec smo si najprej ogledali in fotografirali v vidni svetlobi, nato pa smo žarnico ugasnili in 
ga osvetlili z UV-svetlobo, uporabili smo filter 5. V UV-svetlobi so vsi živi deli vzorca svetili 
rdeče, hitin pa je oddajal modro svetlobo. Delati smo morali hitro, saj so uporabljena barvila 
občutljiva na svetlobo in se na njej razgrajujejo, kar je pomenilo, da so vzorci ob daljši 
izpostavljenosti svetlobi začeli bledeti.  
 
Tabela 5 Receptura za pripravo 0,1 M hepes pufra. 
0,1 M hepes pufer 
1 M hepes 0,1 ml 
Destilirana voda 0,9 ml 
 
Tabela 6 Receptura za pripravo pufra za čiščenje vzorca pri reakciji živo/mrtvo. 
Pufer za čiščenje vzorca pri reakciji živo/mrtvo 
0,1 M hepes 0,1 ml 
20-odstotna glukoza 0,1 ml 
Destilirana voda 0,8 ml 
 
6.5 Gojenje kultur  
 
V laboratoriju smo vzorce uredili glede na lokacijo in primerno označili Petrijeve posodice s 
pripravljenimi gojišči: DRBC + Ch, DG-18 + Ch, R2A s cikloheksimidom in TSA Na-Mg. 
Na vsako smo napisali moje ime, številko in ime vzorca, datum in temperaturo, pri kateri 
bodo shranjene. Za vsako barvo kolonij z vsake lokacije smo pripravili eno Petrijevo posodico 
vsakega gojišča. V zaščitni mikrobiološki komori smo za razkuževanje pred začetkom dela za 
15 min prižgali UV. Zatem smo delovno površino obrisali z etanolom in vzorce aseptično 
nanesli na gojišča. Nanašali smo najprej na DRBC Ch, nato DG-18 Ch, zatem R2A s 
cikloheksimidom in na koncu na TSA Na-Mg. Zaporedje je bilo odvisno od vrste gojišča, da 
ne bi prišlo do prenosa neželenih komponent med gojišči. Nacepljena gojišča smo zaprli in jih 
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ovili s parafilmom. Zatem smo Petrijeve posodice zložili v plastične vrečke in jih dali 
inkubirati v termostatuarni komori pri 15 °C. Petrijeve posodice z gojišči smo pregledovali 
vsak teden. V roku nekaj tednov je zrastlo veliko različnih kolonij. Gojišča, ki so ostala 
prazna, smo po 20 dneh prestavili na temperaturo 20 °C. Tam smo jih pustili dva tedna in tiste 




Začetne vzorce smo nanašali na štiri vrste gojišč. Za gojenje bakterij smo pripravili revno 
gojišče R2A z 0,005-odstotnim fungicidom cikloheksimidom. Za izolacijo običajnih gliv smo 
pripravili gojišče z dikloranom in barvilom bengal rožnato (angl. »Dichloran Rose Bengal 
Chloramphenicol Agar« oz. DRBC), za gojenje kserofilnih gliv pa gojišče z dikloranom in 
18 % glicerolom (Dichloran Glycerol 18-odstotni oz. DG-18), obe gojišči sta vsebovali 
antibiotik kloramfenikol. Za izolacijo halofilnih arhej pa smo pripravili sojino gojišče z Na in 
Mg (angl. »Trypticase soy agar« oz. TSA Na-Mg). Pozneje smo za gojenje čistih kultur gliv 
uporabljali gojišče s sladnim ekstraktom MEA (angl. »malt extract agar« oz. MEA), za 
gojenje bakterij pa hranilni agar (HA). 
 
6.6.1 DRBC s kloramfenikolom 
 
Tabela 7 Receptura za pripravo gojišča DRBC s kloramfenikolom. 
DRBC s kloramfenikolom  
Predpripravljeno gojišče DRBC agar base 15,5 g 
Destilirana voda 500 ml 
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Tabela 8 Receptura predpripravljenega gojišča DRBC agar base (Biolife). 
DRBC AGAR BASE (Biolife) (g/L) 
Encimski proizvod iz živalskega in rastlinskega tkiva 5 g 
D-Glukoza (C6H12O6) 10 g 
Monokalijev fosfat (KH2PO4) 1 g 
Magnezijev sulfat (MgSO4.H2O) 0,5 g 
Dikloran 0,002 g 
Barvilo bengal rožnato  0,025 g 
Agar 15 g 
 
Priprava gojišča: v dve erlenmajerici smo v vsako natehtali 15,5 g vnaprej pripravljenega 
gojišča DRBC. V vsako smo dodali 500 ml destilirane vode in magnet. Zatem smo ju dali na 
magnetno mešalo, da se je gojišče dobro zmešalo z vodo. Medtem smo natehtali še dvakrat po 
0,02 g antibiotika kloramfenikola in ga dali v obe erlenmajerici ter ju vrnili na magnetno 
mešalo. Obe gojišči smo pokrili z aluminijasto folijo in ju 15 min sterilizirali z 
avtoklaviranjem pri 121 °C. Ko je temperatura padla na približno 90 °C, smo ju za kratek čas 
prestavili na magnetno mešalo, pri čemer smo pazili, da se v gojišču niso ustvarili mehurčki. 
Zatem smo obe erlenmajerici obtežili in ju za 20 minut pustili v vodni kopeli z destilirano 
vodo, da sta se ohladili na približno 55 °C. Medtem smo pripravili mikrobiološko zaščitno 
komoro. Erlenmajerici smo nato vzeli iz kopeli, ponovno premešali na magnetnem mešalu in 
približno 25 ml gojišča razlili v 9 cm Petrijeve posodice. Delo je potekalo v mikrobiološki 
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6.6.2 DG-18 s kloramfenikolom 
 
Tabela 9 Receptura za pripravo gojišča DG-18 s kloramfenikolom. 
DG-18 s kloramfenikolom za glive 
Predpripravljeno gojišče DG-18 agar base 15 g 
Glicerol 110 g 
Destilirana voda 390 g 
Kloramfenikol 0,02 g 
 
Tabela 10 Receptura predpripravljenega gojišča DG-18 agar base (Biolife). 
DG-18 AGAR BASE (Biolife) (g/L) 
Encimski proizvod iz kazeina 5 g 
D-Glukoza (C6H12O6) 10 g 
Monokalijev fosfat (KH2PO4) 1 g 
Magnezijev sulfat (MgSO4.H2O) 0,5 g 
Dikloran 0,002 g 
Agar 13,5 g 
 
Priprava gojišča: v dve erlenmajerici smo natehtali v vsako po 15 g vnaprej pripravljenega 
DG18 agar base gojišča. V čašo smo natehtali 220 g glicerola in nalili destilirano vodo 
približno do oznake 800 ml. Notri smo dali magnet in vsebino čaše dobro premešali na 
magnetnem mešalu. To smo nato brez magneta zlili v merilni valj in do 1 L dopolnili z 
destilirano vodo. V vsako erlenmajerico smo nato zlili 500 ml te mešanice. V vsako smo na 
koncu dodali še 0,02 g kloramfenikola in vsako za nekaj časa postavili na magnetno mešalo. 
Obe gojišči smo avtoklavirali 15 minut na 121 °C. Zatem smo ju dali za nekaj obratov na 
magnetno mešalo in v vodno kopel za 20 minut. Po ponovnem mešanju na magnetnem 
mešalu smo gojišče razlivali v mikrobiološki zaščitni komori. Strjena gojišča smo shranili pri 
temperaturi 4 °C.  
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6.6.3 TSA Na-Mg s 15-odstotnim NaCl in 2-odstotnim MgSO4∙7H2O 
 
Tabela 11 Receptura za pripravo gojišča TSA Na-Mg. 
TSA Na-Mg za halofilne arheje 
Tripton 15 g 
Soyaza 5 g 
NaCl 5 g + 150 g 
Destilirana voda 1000 ml 
Magnezijev sulfat (MgSO4.H2O) 20 g 
Agar 15 g 
 
Priprava gojišča: za gojišče TSA Na-Mg smo morali najprej pripraviti osnovno gojišče. 
Natehtali smo 15 g triptona, 5 g soyaze in 5 g NaCl. Dodali smo 500 ml destilirane vode in 
premešali na magnetnem mešalu. Medtem smo v treh delih dodali 150 g NaCl. Ko so se večje 
grude NaCl raztopile, smo dodali še 20 g magnezijevega sulfata. Ko smo dobili homogeno 
raztopino, smo ji izmerili pH. V našem primeru je bil prenizek, zato smo raztopini ob 
neprestanem mešanju postopoma dodajali NaOH, da smo dosegli želeni pH 7,3. V primeru, 
da bi bil previsok, bi po kapljicah dodajali HCl. Ko je bil pH primeren, smo raztopino zlili v 
merilni valj in do 1 L dopolnili z destilirano vodo. Raztopino smo nato razdelili v dve 
erlenmajerici in v vsako dodali še 7,5 g agarja. Erlenmajerici smo vrnili na magnetno mešalo, 
da so se sestavine združile, nato pa smo ju avtoklavirali 15 minut na 121 °C. Zatem smo ju 
dali za nekaj obratov na magnetno mešalo in v vodno kopel za 20 minut. Po ponovnem 
mešanju na magnetnem mešalu smo gojišče razlivali v mikrobiološki zaščitni komori. Strjena 
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6.6.4 R2A z 0,005 % cikloheksimidom 
 
Tabela 12 Receptura za pripravo gojišča R2A s cikloheksimidom. 
R2A s cikloheksimidom za bakterije 
R-2A pripravek 9,06 g 
Destilirana voda 500 ml 
Cikloheksimid 0,5 ml 
 
Tabela 13 Receptura predpripravljenega gojišča R-2A agar (Sigma-aldrich). 
R-2A agar (Sigma-aldrich) (g/L) 
Kazeinski hidrolizat 0,5 g 
Kvasni ekstrakt 0,5 g 
Proteozni pepton 0,5 g 
Dekstroza 0,5 g 
Topni škrob 0,5 g 
Dikalijev fosfat 0,3 g 
Magnezijev sulfat 0,024 g 
Natrijev piruvat 0,3 g 
Agar 15 g 
 
Priprava gojišča: to je gojišče za bakterije, saj cikloheksimid zavira rast gliv. V dve 
erlenmajerici smo dali v vsako 9,06 g R-2A agarja in 500 ml destilirane vode. Nato smo ju 
dali na magnetno mešalo, da so se sestavine združile, pokrili z aluminijasto folijo in 
avtoklavirali 15 min na 121 °C. Medtem smo na Petrijeve posodice napisali ime gojišča, 
tokrat na spodnji strani, kar je ustaljena praksa pri gojiščih za bakterije. Iz avtoklava smo ju 
dali za nekaj obratov na magnetno mešalo, nato pa v vodno kopel za 20 min. Po ponovnem 
mešanju na magnetnem mešalu smo gojišče razlivali v mikrobiološki zaščitni komori. Strjena 
gojišča smo shranili pri temperaturi 4 °C. 
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Ko so kolonije zrastle do določenih velikosti, smo jih osamili v čiste kulture. Izolirali smo vse 
kulture, ki so se v morfologiji razlikovale med seboj. Bakterije smo cepili na gojišče HA, 
glive pa na MEA. Če na gojišču HA bakterije niso rastle, smo jih gojili na gojišču R2A. Pred 
začetkom smo na vsaki plošči označili tiste kolonije, ki smo jih želeli izolirati. Izolacija čistih 
kultur je potekala v mikrobiološki zaščitni komori. Pred začetkom dela smo površino obrisali 
z etanolom in si pripravili cepilne zanke za enkratno uporabo, kozarec z etanolom za 
odlaganje že uporabljenih cepilnih zank, raztopino SSS (spore suspension solution) in nova 
gojišča. Vse mikroorganizme smo cepili ob prižganem gorilniku, da smo se izognili okužbam. 
Iz enakega razloga smo cepili najprej bakterije in šele nato glive. Bakterije smo cepili do 
posameznih kolonij. Za glive pa smo potrebovali tudi raztopino SSS, s katero smo omočili 
cepilno zanko, da se je nanjo prijelo čim več spor. Glede na velikost kolonije se je razlikovala 
tudi količina nanosa na novo gojišče. Po nanosu smo Petrijeve posodice ovili s parafilmom in 
jih inkubirali pri 15 °C dva tedna. Uspešno izolirane čiste kulture gliv smo nacepili na 
poševna gojišča MEA, ki smo jih izolirali 1–2 tedna pri temperaturi 15 °C. Poševnike smo 
nato oštevilčili in shranili v mikrobiološko zbirko Ex, ki je del Mreže infrastrukturnih centrov 
Univerze v Ljubljani (MRIC UL) in deluje v okviru IC Mycosmo na Katedri za molekularno 
genetiko in biologijo mikroorganizmov, Oddelka za biologijo, Biotehniške fakultete Univerze 
v Ljubljani. Čiste kulture bakterij smo shranili v kriovialah sistema Microbank (Pro-Lab 
Diagnostic, VB) z zaščitnim sredstvom, ki varuje pred tvorbo ledu v celicah, jih zamrznili pri 
temperaturi -80 °C. Iz vseh čistih kultur smo izolirali DNA, iz čistih kultur gliv pa smo 
dodatno pripravili tudi mikroskopske preparate. 
 
Tabela 14 Receptura za pripravo raztopine SSS. 
SSS (Raztopina za pripravo suspenzije spor) 
Tween 80 0,5 g 
Agar 0,5 g 
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6.6.5 Gojišča uporabljena za izolacijo  
 
Tabela 15 Receptura za pripravo gojišča MEA s kloramfenikolom. 
MEA za glive (pH 5–5,5) 
Sladni ekstrakt (malt extract) 20 g 
Pepton 1 g 
Glukoza 20 g 
Agar 20 g 
Destilirana voda 1 L 
Za gojišče MEA Ch, dodamo pred avtoklaviranjem še 50 mg kloramfenikola. 
 
Tabela 16 Receptura za pripravo gojišča HA. 
HA za bakterije 
Hranilna juha 8 g 
NaCl 5 g 
Agar 15 g 
Destilirana voda 1 L 
 
 
6.7 Izolacija DNA bakterij in kvasovk 
 
Celoten postopek smo izvajali v mikrobiološki zaščitni komori v sterilnih pogojih v 2 ml 
mikrocentrifugirkah. V vsako smo odpipetirali 50 µl reagenta PrepMan® Ultra Sample 
Preparation. S sterilno 0,1 µl cepilno zanko smo z vsake plošče pobrali manjšo 
bakterijsko/kvasno kolonijo in jo dali v mikrocentrifugirko z reagentom. Vse 
mikrocentrifugirke smo zaprli, dali na nosilce in jih v destilirani vodi kuhali 10 min pri 100 
°C. Po ohladitvi smo jih 5 min centrifugirali pri 14.000 obratih/min. Pri centrifugiranju se je v 
obliki peleta iz vzorcev izločila biomasa, DNA pa je ostala raztopljena v supernatantu. 
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Supernatant smo odpipetirali v sterilne 1,5 ml mikrocentrifugirke, ki smo jih nato shranili pri -
20 °C.  
 
6.8 Izolacija DNA gliv 
 
S tem postopkom smo izolirali DNA filamentoznih gliv. Delali smo po postopku ekstrakcije 
DNA z mehansko lizo v pufru CTAB. Mehanska liza je pomembna zaradi trde celične stene 
gliv, ki vsebuje hitin. Celoten postopek smo izvajali v mikrobiološki zaščitni komori v 
sterilnih pogojih. Za vsak vzorec smo si pripravili 2 µl sterilno mikrocentrifugirko s kovinsko 
kroglico in mešanico silika gela ter celita. Nato smo dali v vsako 1 cm² micelija vzgojenega 
na gojišču. Delali smo s sterilno spatulo, ki smo jo med delom neprestano sterilizirali. Pri 
odvzemu micelija smo pazili, da smo skupaj z njim zajeli čim manjšo količino gojišča. V 
vsako mikrocentrifugirko z vzorcem smo dodali 500 µl CTAB pufra in jo na hitro premešali 
na vibracijskem mešalu. Zatem smo jih dali za 1 min v homogenizator, ki smo ga nastavili na 
30 tresljajev na sekundo. Po homogeniziranju smo se prepričali, da je material res strt in 
postopek po potrebi ponovili. Mikrocentrifugirke smo nato približno 30 min inkubirali v 
termobloku pri temperaturi 65 °C. Zatem smo jih prestavili v digestorij, kjer smo v vsako 
dodali 500 µl kloroforma, ki smo ga do uporabe hranili v hladilniku. Mešanico smo na hitro 
premešali na vibracijskem mešalu, zatem pa 5 min centrifugirali pri 14.000 obratih na minuto. 
Proteini, encimi in celični ostanki so se precipitirali v kloroformu, v vodni fazi pa je ostala 
DNA, ki je tvorila kompleks s CTAB pufrom. Zgornjo vodno fazo smo odpipetirali v 1,5 ml 
sterilne mikrocentrifugirke. To je pomenilo približno 470 µl supernatanta, pri čemer smo zelo 
pazili, da nismo zajeli micelija in kloroforma. Preostanek smo skupaj z mikrocentrifugirkami 
zavrgli. V mikrocentrifugirke s supernatantom smo znova dodali 500 µl kloroforma, 
premešali na vibracijskem mešalu in centrifugirali 5 min pri 14.000 obratih. Supernatant smo 
zatem ponovno previdno odpipetirali v sterilne 1,5 ml mikrocentrifugirke. Naneslo ga je 
približno 350 µl na vzorec. V vsako mikrocentrifugirko s supernatantom smo dodali 
dvakratno količino 96-odstotnega ledeno mrzlega etanola, kar je v našem primeru pomenilo 
700 µl. Raztopino smo zelo pazljivo ročno premešali in jo čez noč inkubirali pri temperaturi -
20 °C. Pri tem koraku se je iz raztopine precipitirala DNA. Naslednji dan smo 
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mikrocentrifugirke centrifugirali 5 min pri 14.000 obratih in previdno odpipetirali etanol. Pri 
tem smo pazili, da se nismo dotikali peleta na dnu centrifugirke. Nato smo v vsako dodali 500 
µl 70-odstotnega ledeno mrzlega etanola in mešanico znova centrifugirali 5 min pri 14.000 
obratih. Supernatant smo znova odpipetirali, ne da bi se dotikali peleta. Mikrocentrifugirke 
smo nato odprli in jih prestavili na temperaturo 37 °C, kjer smo jih pustili vsaj 30 min, da se 
je pelet popolnoma osušil. Suh pelet smo nato resuspendirali v 50 µl TE pufra in ga 5–30 min 
inkubirali pri temperaturi 37 °C. Med inkubacijo se je pelet vsaj delno raztopil v pufru. 
Vzorce smo shranili pri -20 °C. 
 
Tabela 17 Receptura za pripravo mešanice silika gela. 
Mešanica silika gela 
Silika gel 30 g 
Celit 15 g 
 
Tabela 18 Receptura za pripravo CTAB pufra. 
CTAB pufer (pH 7,5) 
Tris baza 2,42 g 
NaCl 8,2 g 
Na-EDTA 0,74 g 
CTAB 2 g 
Dvakrat destilirana voda Do 100 ml 
 
Tabela 19 Receptura za pripravo TE pufa. 
TE pufer (pH 8) 
Tris baza 0,12 g 
Na-EDTA 0,04 g 
Dvakrat destilirana voda Do 100 ml 
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6.9 Pomnoževanje bakterijske DNA z verižno reakcijo s polimerazo 
(PCR) 
 
Pri vzorcih bakterij smo v namen identifikacije pomnoževali gen za 16S rRNA. Pomnoževali 
smo ga z oligonukleotidnima začetnikoma 27F in 1495r. Najprej smo morali pripravljeno 
matrično DNA 10 × redčiti, da smo omogočili boljšo PCR reakcijo. V sterilne 
mikrocentrifugirke smo v vsako odpipetirali 9 µl destilirane vode in 1 µl matrične DNA. 
Zatem smo si v posodi z ledom pripravili mešanico, tako da smo vse potrebne reagente 
previdno združili v 1,5 µl mikrocentrifugirki in vsebino premešali na vibracijskem mešalu. 
Vsi reagenti so bili ohlajeni pod 0 °C. Še posebej pozorni smo morali biti pri delu s 
polimerazo, saj je zelo občutljiva na toploto. Mastermix smo nato razporedili po 0,2 µl 
mikrocentrifugirkah za PCR, ki smo jih prav tako postavili na led. V vsako smo dali 34 µl 
mešanice in 1 µl 10 × razredčene matrične DNA. Poleg vzorcev si pripravimo tudi negativno 
kontrolo, pri kateri damo v mastermix namesto matrične DNA 1 µl destilirane vode. 
Mikrocentrifugirke smo nato dobro zaprli, primerno označili in jih dali v aparaturo za PCR. V 
aparaturi smo izvedli verižno reakcijo s polimerazo s padajočo temperaturo prileganja s 
primernim programom navedenim v tabeli. Po končanem pomnoževanju smo uspešnost 
postopka preverili z gelsko elektroforezo. 
Tabela 20 Receptura za PCR mastermix za eno reakcijo pomnoževanja bakterijske DNA. 
Reagent Količina za 1 reakcijo (35 µl) 
10 × polimerazni pufer z MgCl2 (Dream taq) 3,5 µl 
10 mM dNTP (mešanica deoksiribonukleotidov) 0,35 µl 
10 µl oligonukleotidni začetnik 27F 0,35 µl 
10 µl oligonukleotidni začetnik 1495r 0,35 µl 
Destilirana voda 29,36 µl 
Polimeraza Dream Taq (5 U/µl) 0,09 µl 
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Tabela 21 Program pomnoževanja bakterijske DNA za oligonukleotidna začetnika 27F in 1495r. 
Faza pomnoževanja Program pomnoževanja (27F/1492r) 
Začetna denaturacija 95 °C, 5 min 
Št. ciklov  5 × 5 × 30 × 
Denaturacija 94 °C, 30 s 94 °C, 30 s 94 °C, 30 s 
Vezava začetnih oligonukleotidov 60 °C, 30 s 55 °C, 30 s 50 °C, 30 s 
Elongacija 72 °C, 60 s 72 °C, 60 s 72 °C, 60 s 
Končna elongacija 72 °C, 7 min 
 
6.10  Pomnoževanje glivne DNA z verižno reakcijo s polimerazo (PCR) 
 
Pri vzorcih gliv smo pomnoževali nukleotidno zaporedje molekularnega označevalca za glive, 
regijo ITS rDNA (ITS 1 in ITS 2 ter vključujočo 5,8S rDNA). Pomnoževali smo z 
oligonukleotidnima začetnikoma ITS4 in ITS5. Izbranim sevom smo nato za natančnejšo 
identifikacijo do ravni vrste pomnožili še nukleotidna zaporedja gena za aktin za glive rodu 
Cladosporium (ACT, oligonukleotidna začetnika ACT-512F in ACT-783R), transkripcijski 
elongacijski faktor 1 alfa za Cladosporium, Fusarium, Trichoderma (TEF1-a, 
oligonukleotidna začetnika EF1-728F in EF1-986R) in beta tubulin za Penicillium, 
Aspergillus (BenA, oligonukleotidna začetnika Ben2f in Bt2b). Reakcije PCR smo izvedli po 
enakem postopku kot pri bakterijah, le da matrične DNA tu ni bilo treba redčiti. Reakcije smo 
izvajali v 0,2 µl mikrocentrifugirkah, v katerih smo združili 34 µl mešanice za PCR in 1 µl 
matrične DNA. Za negativno kontrolo smo 1 µl DNA nadomestili z destilirano vodo. 
Mikrocentrifugirke smo nato dali v aparaturo za PCR in pomnožili tarčno DNA po spodaj 
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Tabela 22 Receptura za PCR mastermix za eno reakcijo pomnoževanja glivne DNA. 
Reagent Količina za 1 reakcijo (35 µl) 
10 × polimerazni pufer z MgCl2 (Dream taq) 3,5 µl 
10 mM dNTP (mešanica deoksiribonukleotidov) 0,35 µl 
10 µl oligonukleotidni začetnik 1 (ITS4/ACT-
512F/EF1-728F/BT2a) 
0,35 µl 
10 µl oligonukleotidni začetnik 2 (ITS5/ACT-
783R/EF1-986R/BT2b) 
0,35 µl 
Destilirana voda 29,36 µl 
Polimeraza Dream Taq (5 U/µl) 0,09 µl 
Matrična DNA 1 µl 
 
Tabela 23 Program pomnoževanja glivne DNA za oligonukleotidna začetnika ITS4 in ITS5. 
Faza pomnoževanja Program pomnoževanja za ITS 
Začetna denaturacija 95 °C, 2 min 
Št. ciklov  30 × 
Denaturacija 95 °C, 45 s 
Vezava začetnih oligonukleotidov 54 °C, 30 s 
Elongacija 72 °C, 2 min 
Končna elongacija 72 °C, 4 min 
 
Tabela 24 Program pomnoževanja glivne DNA za oligonukleotidna začetnika ACT-512F in ACT-783R. 
Faza pomnoževanja Program pomnoževanja za ACT 
Začetna denaturacija 94 °C, 3 min 
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Št. ciklov  7 × 25 × 
Denaturacija 94 °C, 30 s 94 °C, 30 s 
Vezava začetnih oligonukleotidov 55 °C, 30 s 53 °C, 30 s 
Elongacija 72 °C, 45 s 72 °C, 45 s 
Končna elongacija 72 °C, 5 min 
 
Tabela 25 Program pomnoževanja glivne DNA za oligonukleotidna začetnika EF1-728F in EF1-986R. 
Faza pomnoževanja Program pomnoževanja za TEF 
Začetna denaturacija 95 °C, 8 min 
Št. ciklov  35 × 
Denaturacija 95 °C, 15 s 
Vezava začetnih oligonukleotidov 55 °C, 20 s 
Elongacija 72 °C, 60 s 
Končna elongacija 72 °C, 5 min 
 
Tabela 26 Program pomnoževanja glivne DNA za oligonukleotidna začetnika Ben2f in Bt2b. 
Faza pomnoževanja Program pomnoževanja za BenA 
Začetna denaturacija 95 °C, 2 min 
Št. ciklov  35 × 
Denaturacija 95 °C, 30 s 
Vezava začetnih oligonukleotidov 53 °C, 30 s 
Elongacija 72 °C, 60 s 
Končna elongacija 72 °C, 10 min 
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6.11 Gelska elektroforeza 
 
Po pomnoževanju smo z gelsko elektroforezo preverili prisotnost fragmentov in njihovo 
dolžino. Gel smo pripravili tako, da smo 0,3 g agaroze raztopili v 30 ml 1 × TAE pufra. To 
smo dosegli s segrevanjem v mikrovalovni pečici. Med segrevanjem izgubljeni volumen smo 
nadomestili z destilirano vodo. Gelu, ohlajenemu na približno 50 °C, smo dodali 3 µl barvila 
Syber green, ki obarva DNA. Nato smo ga previdno vlili v nosilec za strjevanje gela z 
glavnički in ga pustili, da se ohladi. Ko je bil strjen, smo umaknili glavničke in ga prestavili v 
elektroforezno banjico, kjer smo ga zalili z 1 × TAE pufrom, tako da je bil gel pod njegovo 
gladino. V prvo in zadnjo luknjico gela smo odpipetirali po 2 µl lestvice DNA fragmentov 
znanih velikosti (GeneRuler 1kb Plus), ki je imela vlogo standarda. 4 µl vsakega vzorca iz 
PCR smo združili z 2 µl 5 × nanašalnega pufra. Nato smo 5 µl mešanice standarda in PCR 
produkta nanesli vsakega v svojo luknjico na gelu. Elektroforeza je potekala najprej 5 min pri 
napetosti 90 V, nato pa približno 20 min pri napetosti 100 V. DNA je negativno nabita, zato 
potuje od negativne anode proti pozitivni katodi. Po končani elektroforezi smo gel osvetlili z 
UV-transluminatorjem in ga fotografirali v računalniškem programu GeneSnap. Kjer so bili 
na fotografiji osvetljeni deli, smo vedeli, da je bil PCR uspešen. Velikost pomnožene DNA 
smo določili primerjalno s fragmenti DNA znanih velikosti. 
 
Tabela 27 Receptura za pripravo 1 × TAE pufra. 
1 × TAE pufer 
Tris baza 242 g 
Ocetna kislina 57,1 g 
0,5 M EDTA (pH 8)  100 ml 
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Tabela 28 Receptura za pripravo gela za gelsko elektroforezo. 
Gel za gelsko elektroforezo 
Agaroza 0,3 g 
1 × TAE pufer 30 ml 
Syber green DNK barvilo 3 µl 
 
Tabela 29 Receptura za pripravo nanašalnega pufra za gelsko elektroforezo. 
5 × nanašalni pufer za gelsko elektroforezo 
Bromfenol modro 0,25 g 
Ksilen cianol 0,25 g 
Glicerol 30 ml 
Destilirana voda do 100 ml 
 
6.12  Anotacija nukleotidnega zaporedja bakterijske in glivne DNA 
 
PCR produkte smo poslali v podjetje Microsynth, kjer so jim z metodo po Sangerju določili 
nukleotidno zaporedje in nam ga posredovali v obliki elektroferograma. Kvaliteto 
pridobljenih zaporedij smo preverili z računalniškim programom Finch TV. S pomočjo 
spletne aplikacije BLAST (NCBI) smo v spletni bazi podatkov GeneBank (NCBI) poiskali 
zaporedja, s katerimi se naši rezultati najbolj ujemajo. Na podlagi odstotka ujemanja v 
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7.6 Pregled vzorcev in preparatov pod mikroskopom 
 
Okužbe smo že na terenu fotografirali z USB-mikroskopom. Pod povečavo smo lahko lepo 
videli posamezne kolonije in njihovo morfologijo. Zaradi fotografij smo jih pozneje lahko 
tudi primerjali med seboj. Vzorce z lepilnim trakom smo odvzeli le v notranjosti cerkve na 
Visokem pod Kureščkom in s Pijave Gorice. Pijava Gorica je bila edina lokacija, kjer smo 
vzorce odvzeli tako z lepilnim trakom kot tudi s skalpelom. Vse vzorce, ki smo jih odvzeli s 
skalpelom, smo v laboratoriju najprej pregledali pod lupo. Pri tem smo lahko opazovali odnos 
med mikroorganizmom in njegovo anorgansko podlago. Na sprednji strani okruškov smo 
videli plodišča in mase micelija različnih barv. Glivne strukture na površini so ponekod segale 
tudi v globino vzorca. Na hrbtni strani vzorcev smo ponekod lepo videli hife, ki se 
razprostirajo po porah anorganskega materiala. Preparate smo naredili tako iz odkruškov, kot 
tudi iz vzorcev odvzetih z lepilnim trakom. Preparati iz odkruškov so bili veliko lepši od tistih 
na lepilnem traku in tudi slike pod mikroskopom so bile bolj jasne. Pod mikroskopom smo 
videli več vrst mikroorganizmov, kot so glive, alge in bakterije. Na nekaterih preparatih je 
bilo zelo lepo vidno, da gre za lišaje. Za katere mikroorganizme točno gre, je samo z 
mikroskopijo nemogoče ugotoviti. 
 
7.1.1 Visoko pod Kureščkom: freska na zunanjosti cerkve – sv. Krištof 
 
Na poslikavi so bile vidne črne in rumeno-zelene plastovite razrasti (slike 10, 11 in 12), 
slednje so predstavljale lišaje. Pri pregledu freske z USB-mikroskopom smo pri črnih vzorcih 
opazili črna plodišča gliv v obliki apotecijev
33
 (slika 11), ki vsebujejo zrele aske
34
. Plodišča 
delujejo samostojno. Zelen vzorec najverjetneje predstavlja lišaj (slika 12). Na njem vidimo 
rumene mase micelija, vmes pa tudi zelene in črne dele. 
                                                 
33
 Spolno trosišče nekaterih gliv zaprtotrosnic, skledičaste ali čašaste oblike, katerega trosovnica je prosta. 
34
 Ask je vrečasta celica oz. reproduktivni organ glive iz razreda Ascomycetes (askomicete, zaprtotrosnice). Ima 
obliko okrogle do podolgovate ali cilindrične vrečaste strukture oz. mešička, v katerem nastanejo trosi. 
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Slika 12 in Slika 13 Visoko pod Kureščkom – freska sv. Krištofa na zunanjosti cerkve: mesto odvzema črnega in 
zelenega okruška (foto: Blaž Šeme). 
 
 
Slika 14, Slika 15 in Slika 16 Visoko pod Kureščkom – freska sv. Krištofa na zunanjosti cerkve; levo: fotografija 
mesta odvzema črnega vzorca z USB-mikroskopom (foto Polona Zalar); sredina: okrušek pod 
stereomikroskopom pod 4,5 × povečavo (foto Zala Rebernak); desno: fotografija mikroskopskega preparata 




Slika 17, Slika 18 in Slika 19 Visoko pod Kureščkom – freska sv. Krištofa na zunanjosti cerkve; levo: 
fotografija mesta odvzema zelenega vzorca z USB-mikroskopom (foto Polona Zalar); sredina: okrušek pod 
stereomikroskopom pod 4,5 × povečavo (foto Zala Rebernak); desno: fotografija mikroskopskega preparata 
obarvanega z barvilom anilin modro pod 400 × povečavo (foto Zala Rebernak). 
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7.6.1 Visoko pod Kureščkom: freska na zunanjosti cerkve – slikarjeva votivna kompozicija 
 
Na poslikavi so bile vidne črne, zelene in rdeče plastovite razrasti (slike 13, 14 in 15). Pri 
pregledu freske z USB-mikroskopom smo pri črnih vzorcih lahko videli črno glivno maso 
brez plodišč, z vmesnimi rumeno-zelenimi deli. Na nekaterih okruških je bil na spodnji strani 
lepo viden tudi micelij. Pri zelenem vzorcu smo videli rumene zrnate glivne mase, z 
vmesnimi črnimi predeli. Pri rdečem okrušku smo najprej pomislili, da bi šlo lahko za 
kombinacijo enakega rumenega micelija kot pri zelenem vzorcu, ki je kombiniran z rdečim 
anorganskim pigmentom. Na fotografiji pod mikroskopom pa lahko lepo vidimo, da so 
oranžno-rdeče barve celice glive. 
 
Slika 20 in Slika 21 Visoko pod Kureščkom – freska slikarjeve votivne kompozicije na zunanjosti cerkve: mesto 
odvzema rdečega in zelenega okruška (foto: Blaž Šeme).  
 
 
Slika 22, Slika 23 in Slika 24 Visoko pod Kureščkom – freska slikarjeve votivne kompozicije na zunanjosti 
cerkve: levo: fotografija mesta odvzema črnega vzorca z USB-mikroskopom (foto Polona Zalar); sredina: 
okrušek pod stereomikroskopom pod 4,5 × povečavo (foto Zala Rebernak); desno: fotografija mikroskopskega 
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Slika 25, Slika 26 in Slika 27 Visoko pod Kureščkom – freska slikarjeve votivne kompozicije na zunanjosti 
cerkve; levo: fotografija mesta odvzema rdečega vzorca z USB mikroskopom (foto Polona Zalar); sredina: 
okrušek pod stereomikroskopom pod 4,5 × povečavo (foto Zala Rebernak); desno: fotografija mikroskopskega 
preparata obarvanega z barvilom anilin modro pod 200 × povečavo (foto Zala Rebernak). 
 
 
Slika 28, Slika 29 in Slika 30 Visoko pod Kureščkom – freska slikarjeve votivne kompozicije na zunanjosti 
cerkve; levo: fotografija mesta odvzema zelenega vzorca z USB-mikroskopom (foto Polona Zalar); sredina: 
okrušek pod stereomikroskopom pod 4,5 × povečavo (foto Zala Rebernak); desno: fotografija mikroskopskega 
preparata obarvanega z barvilom anilin modro pod 100 × povečavo (foto Zala Rebernak). 
 
7.6.2 Visoko pod Kureščkom: notranjost 
 
Na poslikavi so vidni črni in sivi madeži (slika 17). Pri mikroskopskem pregledu lepilnega 
traku smo ugotovili, da je na črno obarvanih vzorcih prisoten pigment v obliki rdeče 
obarvanih kristalov (slika 18, levo), poleg tega pa so vidne hife in celice gliv, ki so se zaradi 
priprave preparatov z barvilom anilin modro obarvale modro (slika 19, levo). Na enem izmed 
črnih vzorcev lahko pod zelo veliko povečavo vidimo poleg anorganskega materiala tudi 
bakterije (slika 19, desno). Na odtisih sivih madežev smo opazili kristale, mikrobnih celic pa 
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Slika 31, Slika 32 in Slika 33 Visoko pod Kureščkom – poslikava v notranjosti cerkve: mesta odvzema vzorcev 
»črna-lok« (levo), črna (sredina) in siva (desno) (foto: Blaž Šeme). 
 
 
Slika 34 in Slika 35 Visoko pod Kureščkom – poslikava v notranjosti cerkve. Fotografija mikroskopskega 
preparata iz odtisa z lepilnim trakom obarvanega z barvilom anilin modro: 400 × povečava vzorca »črna-lok« 
(levo) in 100 × povečava vzorca »siva« (desno) (foto Zala Rebernak). 
 
 
Slika 36 in Slika 37 Visoko pod Kureščkom – poslikava v notranjosti cerkve. Fotografija mikroskopskega 
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7.6.3 Pijava Gorica 
 
Na poslikavi so vidne plastovite črne, zelene in sive lise. Zelene najverjetneje predstavljajo 
skorjast lišaj (slika 22), črne in sive pa plodišča gliv (sliki 21 in 23). V primeru sive barve so 
plodišča prerastla z micelijem (slika 23). Na odtisu z lepilnim trakom so vidne črne kroglaste 
strukture, polne črnih kroglastih celic gliv (slika 24). 
 
 
Slika 38 in Slika 39 Pijava Gorica – freska na zunanjosti cerkve: mesto odvzema črnega, zelenega in sivega 
okruška (foto: Blaž Šeme). 
 
 
Slika 40, Slika 41 in Slika 42 Pijava Gorica – freska na zunanjosti cerkve; levo: fotografija mesta odvzema 
črnega vzorca z USB-mikroskopom (foto Polona Zalar); sredina: okrušek pod stereomikroskopom pod 4,5 × 
povečavo (foto Zala Rebernak); desno: fotografija mikroskopskega preparata obarvanega z barvilom anilin 
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Slika 43, Slika 44 in Slika 45 Pijava Gorica – freska na zunanjosti cerkve; levo: fotografija mesta odvzema 
zelenega vzorca z USB-mikroskopom (foto Polona Zalar); sredina: okrušek pod stereomikroskopom pod 4,5 × 
povečavo (foto Zala Rebernak); desno: fotografija mikroskopskega preparata obarvanega z barvilom anilin 
modro pod 400 × povečavo (foto Zala Rebernak). 
 
 
Slika 46, Slika 47 in Slika 48 Pijava Gorica – freska na zunanjosti cerkve; levo: fotografija mesta odvzema 
sivega vzorca z USB-mikroskopom (foto Polona Zalar); sredina: okrušek pod stereomikroskopom pod 4,5 × 
povečavo (foto Zala Rebernak); desno: fotografija mikroskopskega preparata obarvanega z barvilom anilin 
modro pod 200 × povečavo (foto Zala Rebernak). 
 
 
Slika 49 in Slika 50 Pijava Gorica – freska na zunanjosti cerkve; odtis površine z lepilnim trakom pod 
mikroskopom pri 100 × (levo) in 400 × povečavi (desno) (foto: Zala Rebernak). 
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7.6.4 Tlake pri Šmarju-Sapu 
 
Na zelo zabrisani poslikavi smo opazili črne in zelene točkaste razrasti (slika 25). Pri pregledu 
freske z USB-mikroskopom smo pri črnih vzorcih lahko videli črne glivne strukture. Pri 
pregledu pod stereomikroskopom se je videlo, kako te segajo tudi v globino okruškov. Pod 
črno maso na površini je vidna zelena plast (slika 26). Pri zelenih vzorcih vidimo rumene 
strukture, ki se nadaljujejo v zelene. Vmes je vidnih veliko črnih glivnih struktur (slika 27). 
 
 




Slika 53, Slika 54 in Slika 55 Tlake pri Šmarju-Sapu – freska na zunanjosti cerkve; levo: fotografija mesta 
odvzema črnega vzorca z USB-mikroskopom (foto Polona Zalar); sredina: okrušek pod stereomikroskopom pod 
4,5 × povečavo (foto Zala Rebernak); desno: fotografija mikroskopskega preparata obarvanega z barvilom anilin 
modro pod 400 × povečavo (foto Zala Rebernak). 
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Slika 56, Slika 57 in Slika 58 Tlake pri Šmarju-Sapu – freska na zunanjosti cerkve; levo: fotografija mesta 
odvzema zelenega vzorca z USB-mikroskopom (foto Polona Zalar); sredina: okrušek pod stereomikroskopom 
pod 4,5 × povečavo (foto Zala Rebernak); desno: fotografija mikroskopskega preparata obarvanega z barvilom 
anilin modro pod 200 × povečavo (foto Zala Rebernak). 
 
7.7 Barvanje živo-mrtvo 
 
Z metodo obarvanja celic z dvema različnima fluorescentnima barviloma smo v glivnih 
celicah zaznavali metabolne procese in posebne sestavine celične stene gliv – hitin. Primerno 
pripravljen vzorec smo dali na preparat, ki smo ga opazovali pod mikroskopom v UV-
svetlobi. Hitin znotraj vzorca je žarel modro, zaradi vezave pigmenta Calcofluor White M2R. 
Vsi metabolno aktivni deli pa so se obarvali rdeče oz. je prišlo zaradi metabolne aktivnosti 
celic in nepoškodovanih membran do konverzije rumeno-zelenega znotrajceličnega barvila 
FUN® 1 v rdeče-oranžne znotrajvakuolne strukture. Drugi materiali so ostali temni. Preparate 
smo naredili iz vseh vzorcev odvzetih s skalpelom. Metabolno aktivnost in prisotnost hitina 
smo videli pri vseh odvzetih vzorcih. Pri nekaterih smo lahko lepo videli tudi kvasovke, ki so 
ostale temne. Pri barvanju smo opazili, da barvilo obarva rdeče tudi aktivne algne celice (slike 
29, 33. 34. 36, 37). Sliki 30 in 31 pa jasno prikazujeta modro obarvane celične stene gliv, 
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7.2.1 Visoko pod Kureščkom: freska na zunanjosti cerkve – sv. Krištof 
 
 
Slika 59 in Slika 60 Visoko pod Kureščkom – freska sv. Krištofa na zunanjosti cerkve: vzorec črna pod 200 × 
povečavo v vidni svetlobi (levo) in fluorescentni svetlobi (desno) (foto: Zala Rebernak). 
 
 
Slika 61 in Slika 62 Visoko pod Kureščkom – freska sv. Krištofa na zunanjosti cerkve: vzorec zelena pod 400 × 
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7.7.1 Visoko pod Kureščkom: freska na zunanjosti cerkve – slikarjeva votivna kompozicija 
 
 
Slika 63 in Slika 64 Visoko pod Kureščkom – slikarjeva votivna kompozicija na zunanjosti cerkve: vzorec črna 
pod 200 × povečavo v vidni svetlobi (levo) in fluorescentni svetlobi (desno) (foto: Zala Rebernak). 
 
 
Slika 65 in Slika 66 Visoko pod Kureščkom – slikarjeva votivna kompozicija na zunanjosti cerkve: vzorec rdeča 
pod 200 × povečavo v vidni svetlobi (levo) in fluorescentni svetlobi (desno) (foto: Zala Rebernak). 
 
 
Slika 67 in Slika 68 Visoko pod Kureščkom – slikarjeva votivna kompozicija na zunanjosti cerkve: vzorec 
zelena pod 200 × povečavo v vidni svetlobi (levo) in fluorescentni svetlobi (desno) (foto: Zala Rebernak).  
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7.7.2 Pijava Gorica 
 
 
Slika 69 in Slika 70 Pijava Gorica – freska na zunanjosti cerkve: vzorec črna pod 200 × povečavo v vidni 
svetlobi (levo) in fluorescentni svetlobi (desno) (foto: Zala Rebernak). 
 
 
Slika 71 in Slika 72 Pijava Gorica – freska na zunanjosti cerkve: vzorec siva pod 200 × povečavo v vidni 
svetlobi (levo) in fluorescentni svetlobi (desno) (foto: Zala Rebernak). 
 
 
Slika 73 in Slika 74 Pijava Gorica – freska na zunanjosti cerkve: vzorec zelena pod 200 × povečavo v vidni 
svetlobi (levo) in fluorescentni svetlobi (desno) (foto: Zala Rebernak). 
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7.7.3 Tlake pri Šmarju-Sapu 
 
 
Slika 75 in Slika 76 Tlake pri Šmarju-Sapu – freska na zunanjosti cerkve: vzorec črna pod 200 × povečavo v 
vidni svetlobi (levo) in fluorescentni svetlobi (desno) (foto: Zala Rebernak). 
 
 
Slika 77 in Slika 78 Tlake pri Šmarju-Sapu – freska na zunanjosti cerkve: vzorec zelena pod 200 × povečavo v 
vidni svetlobi (levo) in fluorescentni svetlobi (desno) (foto: Zala Rebernak). 
 
7.8 Izolacija gliv in bakterij 
 
Iz vseh vzorcev odvzetih z okuženih stenskih poslikav na zunanjosti smo vzgojili več vrst 
mikroorganizmov. V notranjosti pa le iz kontrolnega in črnega vzorca. Gliv smo vzgojili 
veliko več kot bakterij. Največ mikroorganizmov je zrastlo na gojišču R2A s 
cikloheksimidom, najmanj pa na gojišču TSA Na-Mg. Najbolj kontaminirani so bili vzorci 
vzeti s Pijave Gorice in Tlak pri Šmarju-Sapu. Iz dveh vzorcev vzetih z notranjosti cerkve na 
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Visokem pod Kureščkom nam ni uspelo vzgojiti ničesar. Nekatere osnovne plošče smo 
pozneje izločili tudi v primeru, da so bili mikroorganizmi na njih enaki tistim na drugih 
ploščah. Fotografije so bile večinoma narejene po 14 dneh inkubacije na 15 °C. Nekatere 
fotografije so zaradi slabše kvalitete nadomeščene s poznejšimi fotografijami. 
 
 
Slika 79 Osnovne izolacijske plošče z nacepljenimi vzorci različnih barv z Visokega pod Kureščkom; zunanjost; 
sveti Krištof (K-kontrola, Č-črna, R-rdeča, Z-zelena; 1-DG-18 Ch, 2-DRBC Ch, 3-R2A, 4-TSA Na-Mg) (foto: 
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Slika 80 Osnovne izolacijske plošče z nacepljenimi vzorci različnih barv z Visokega pod Kureščkom; zunanjost; 
slikarjeva votivna kompozicija na pročelju (K-kontrola, B-bela, Č-črna, R-rdeča, Z-zelena; 1-DG-18 Ch, 2-
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Slika 81 Osnovne izolacijske plošče z nacepljenimi vzorci različnih barv z Visokega pod Kureščkom; notranjost 
(K-kontrola, Č-črna; 1-DG-18 Ch, 2-DRBC Ch, 3-R2A, 4-TSA Na-Mg) (foto: Zala Rebernak). Prečrtani 
kvadrati označujejo plošče, na katerih ni bilo mikrobne rasti. 
 
Č4 Č3 Č2 Č1 
K4 K3 K2 
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Slika 82 Osnovne izolacijske plošče z nacepljenimi vzorci različnih barv s Pijave Gorice (K-kontrola, Č-črna, S-
siva, Z-zelena; 1-DG-18 Ch, 2-DRBC Ch, 3-R2A, 4-TSA Na-Mg) (foto: Zala Rebernak). Prečrtani kvadrati 







S3 S2 S1 
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Slika 83 Osnovne izolacijske plošče z nacepljenimi vzorci različnih barv s Tlak pri Šmarju-Sap (K-kontrola, C-
črna, Z-zelena; 1-DG-18 Ch, 2-DRBC Ch, 3-R2A, 4-TSA Na-Mg) (foto: Zala Rebernak). Prečrtani kvadrati 
označujejo plošče, na katerih ni bilo mikrobne rasti. 
 
Omeniti je treba, da so se na nekaterih ploščah pozneje pojavile počasneje rastoče kolonije, ki 
po 14 dneh še niso bile opazne. Nekatere kolonije pa so sporulirale, kar je povzročilo nastanek 
velikega števila enakih kolonij manjših velikosti po celotnem gojišču. V nekaterih primerih so 
hitreje rastoče vrste prerastle tiste, ki rastejo počasneje, kar nam je onemogočilo nadaljnjo 
izolacijo. To pomeni, da moramo biti previdni, kdaj izvajamo izolacijo kultur, da vzgojimo 
kar čim več raznolikih vrst, hkrati pa se izognemo preraščanju in sporulaciji. Na sliki spodaj 
je prikazana razlika med osnovnim gojiščem po 14 dneh inkubacije, 21 dneh inkubacije in 
enakim gojiščem po več mesecih. 
C2 
Z3 Z2 Z1 
C3 Č1 
K3 K2 K1 
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Slika 84 Osnovna izolacijska plošča DG-18 Ch črnega vzorca s Pijave Gorice po 14 dneh (na levo), 21 dneh (na 
sredini) in več mesecih (na desno) (foto: Zala Rebernak). 
 
 
Slika 85: Osnovna izolacijska plošča DG-18 Ch sivega vzorca s Pijave Gorice po 14 dneh (na levo), 21 dneh (na 
sredini) in več mesecih (na desno) (foto: Zala Rebernak). 
 
Iz osnovnih plošč smo začeli po 14 dneh izolirati posamezne kulture. Osnovne plošče smo 
shranili, dokler se nismo prepričali, da smo uspešno izolirali vse, kar smo želeli. Izolirali smo 
kulture, ki so se med seboj razlikovale. Ponekod se je šele pri izolatih pokazalo, da gre za 
enake kulture, zato smo tudi ponavljajoče se izolate pozneje izločili. Največ glivnih izolatov 
smo dobili s črnega vzorca iz notranjosti cerkve na Visokem pod Kureščkom ter s črnega in 
zelenega vzorca s Pijave Gorice. Največ bakterijskih izolatov pa smo dobili z zelenega vzorca 
s Tlak pri Šmarju-Sapu ter s črnega in sivega vzorca s Pijave Gorice. V spodnji tabeli je 
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Tabela 30 Število glivnih in bakterijskih izolatov, ki niso bili izločeni. Prvo število pomeni št. glivnih izolatov, 
drugo pa št. bakterijskih izolatov. 
Lokacija 
odvzema 
Vzorec Gojišče Skupaj na 
vzorec 
DG-18 Ch DRBC Ch R2A TSA Na-Mg 
1. Visoko: 
sv. Krištof 
Kontrola 0/0 2/0 1/0 0/0 3/0 
Črna 0/0 0/0 1/1 0/0 1/1 
Rdeča 0/0 0/0 1/0 0/0 1/0 





Kontrola 1/0 0/0 0/0 0/0 1/0 
Bela 0/0 1/0 1/0 0/0 2/0 
Črna 0/0 2/0 4/0 3/0 9/0 
Rdeča 0/0 1/0 2/0 0/0 3/0 
Zelena 2/0 2/0 0/0 0/0 4/0 
3. Visoko: 
notranjost 
Kontrola 0/0 2/0 1/0 1/0 4/0 
Črna 4/0 3/0 2/1 2/0 11/1 
4. Pijava 
Gorica 
Kontrola 1/0 0/0 0/0 0/0 1/0 
Črna 8/0 4/0 3/3 0/0 15/3 
Siva 4/0 3/0 1/6 0/0 8/6 
Zelena 3/0 2/0 3/1 2/0 10/1 
5. Tlake pri 
Šmarju-
Sap 
Kontrola 2/0 3/0 3/0 0/0 8/0 
Črna 2/0 2/0 2/1 0/0 6/1 
Zelena 4/1 1/0 3/6 0/0 8/7 
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7.9 Identifikacija gliv 
 
Iz vseh vzorcev smo dobili 100 izolatov gliv, ki smo jih identificirali na osnovi nukleotidnih 
zaporedij izbranih predelov genoma za posamezen rod. Identifikacije gliv iz zunanjih poslikav 
cerkve Visoko pod Kureščkom so navedene v Tabelah 31 in 32, iz notranjosti cerkve pa v 
tabeli 33. Identifikacije gliv iz zunanjih poslikav cerkve na Pijavi Gorici so navedene v tabeli 
34, Tlak pri Šmarju-Sapu pa v tabeli 35. 
 













Kontr. 13401 Cladosporium cf. 
xylophilum 
ITS (100), Act 









ITS (100) rastline (bukev) DRBC 
Črna 13402 Cladosporium 
langeroni 
ITS (100), Act 
(100) 
notranja okolja, zrak, 
iglavci, človek (Belgija, 
Danska, Irska, Nizozemska, 
Severna in Južna 
Amerika)* 
R2A 
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Zelena 13441 Cladosporium 
neolangeronii 
ITS (100), Act 
(98), Tef (89) 
malta rimskega zidu (Muro 
Farnesiano), notranja 




13442 Monocillium sp. nov. ITS (95) tla DG-18 
13443 Lophium cf. 
arboricola 




ITS (100) zrak, notranja okolja, 
ozmotsko stresna okolja* 
DRBC 




Cf.-podoben; ITS – DNA zapis za prepisljiva distančnika 1 in 2 z 5,8S rRNA; ACT – DNA 
zapis dela gena, ki kodira aktin; TEF – DNA zapis dela gena, ki kodira transkripcijski 
elongacijski faktor 1-alfa. 
 
  
                                                 
35
 *K. Bensch, J.Z. Groenewald, M. Meijer, J. Dijksterhuis, Z. Jurjević, B. Andersen, J. Houbraken, P.W. Crous, 
R.A. Samson. Cladosporium species in indoor environments. STUDIES IN MYCOLOGY89: 177–301 (2018) 
**Ruibal,C., Platas,G. and Bills,G. Isolation and characterization of melanized fungi from limestone formations 
in Mallorca. Mycol. Prog. 4 (1), 23–38 (2005)  
***Suihko, M. L., Alakomi, H. L., Gorbushina, A., Fortune, I., Marquardt, J. and Saarela,M. Characterization of 
aerobic bacterial and fungal microbiota on surfaces of historic Scottish monuments. Syst. Appl. Microbiol. 30 
(6), 494–508 (2007) 
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Tabela 32: Identifikacije gliv z lokacije Visoko pod Kureščkom; zunanjost; slikarjeva votivna kompozicija na 












Kontr. 13445 Aureobasidium 
pullulans 
ITS (100) rastline, barve, zrak DG-18 
Bela 13450 Teratosphaeria 
africana 
ITS (100) rastline R2A 
13512 Capronia / 
Cladophialophora sp. 
(Chaetothyriales) 
ITS (98) apnenčaste kamnine 
(Majorka, Španija)** 
DRBC 
Črna 13403 Cladosporium sp. nov. 
1 (cf. ramotenellum, 
(kompleks vrst 
herbarum) 





ITS (100), Act 
(99), Tef (90) 
notranja okolja, zrak, 
iglavci, človek (Belgija, 
Danska, Irska, 
Nizozemska, Severna in 
Južna Amerika)* 
R2A 






ITS (100) rastline* R2A 
13446 Angustimassarina sp. ITS (100) rastline* DRBC 
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devriesia sp. nov. 
ITS (92) rastline DRBC 
Rdeča 13568 Devriesia/Neo-
devriesia sp. nov. 
ITS (92) rastline DRBC 




ophora sp. nov. 
ITS (87) človek R2A 
Zelena 13451 Cladosporium sp. nov. 
1 (cf. ramotenellum, 
(kompleks vrst 
herbarum) 
ITS (99), Act 
(90), Tef (98) 
rastline* DRBC 
13565 Clypeosphaeria sp. 
nov. 
ITS (94) rastline DG-18 
13566 Devriesia/Neo-
devriesia sp. nov. 
ITS (92) Rastline DG-18 
13567 Devriesia/Neodevriesi





Cf. – podoben; ITS – DNA zapis za prepisljiva distančnika 1 in 2 z 5,8S rRNA; Act – DNA 
zapis dela gena, ki kodira aktin; Tef – DNA zapis dela gena, ki kodira transkripcijski 
elongacijski faktor 1-alfa. S krepkim tiskom so poudarjene potencialno nove vrste. 
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 *K. Bensch, J.Z. Groenewald, M. Meijer, J. Dijksterhuis, Z. Jurjević, B. Andersen, J. Houbraken, P.W. Crous, 
R.A. Samson. Cladosporium species in indoor environments. STUDIES IN MYCOLOGY89: 177–301 (2018) 
**Ruibal, C., Platas, G. and Bills, G. Isolation and characterization of melanized fungi from limestone 
formations in Mallorca. Mycol. Prog. 4 (1), 23–38 (2005)  
***Suihko, M. L., Alakomi, H. L., Gorbushina, A., Fortune, I., Marquardt, J. and Saarela, M. Characterization of 
aerobic bacterial and fungal microbiota on surfaces of historic Scottish monuments. Syst. Appl. Microbiol. 30 
(6), 494–508 (2007) 
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Kontr. 13407 Penicillium cf. olsoni ITS (100), 
BenA (88) 
tla, zrak, hrana DRBC 
13452 Chaetomium sp. ITS (100) les, celuloza R2A 
13453 Cladosporium 
neolangeronii 
ITS (100) notranja okolja, zrak, 
iglavci, človek (Belgija, 
Danska, Irska, 




13513 Bjerkandera adusta ITS (100) lesna goba DRBC 
Črna 13408 Cladosporium 
neolangeronii 
ITS (100), Act 
(98), Tef (89) 
notranja okolja, zrak, 
iglavci, človek (Belgija, 
Danska, Irska, 
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13458 Na/Mg  
13456 Cladosporium 
neolangeronii 
ITS (99), Act 
(98), Tef (99) 
notranja okolja, zrak, 
iglavci, človek (Belgija, 
Danska, Irska, 





Cf. – podoben; ITS – DNA zapis za prepisljiva distančnika 1 in 2 z 5,8S rRNA; Act – DNA 
zapis dela gena, ki kodira aktin; Tef – DNA zapis dela gena, ki kodira transkripcijski 
elongacijski faktor 1-alfa; BenA- DNA zapis dela gena, ki kodira beta tubulin. S krepkim 
tiskom so poudarjene potencialno nove vrste. 
 












Kontr. 13459 Cladosporium sp. nov. 
1 (cf. ramotenellum, 
herbarum kompleks 
vrst) 
ITS (99), Act 
(89), Tef (98) 













ITS (99), Act 
(98), Tef (99) 
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 *K. Bensch, J.Z. Groenewald, M. Meijer, J. Dijksterhuis, Z. Jurjević, B. Andersen, J. Houbraken, P. W. Crous, 
R. A. Samson. Cladosporium species in indoor environments. STUDIES IN MYCOLOGY89: 177–301 (2018) 
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Severna in Južna 
Amerika)* 
13418 Cladosporium allicinum ITS (100), Act 
(99) 
rastline, človek, zrak, 








ITS (99) rastline, zrak* DG-18, 
DG-18 
R2A 
13421 Cladosporium sp. nov. 
1 (cf. ramotenellum, 
herbarum kompleks 
vrst) 
ITS (99), Act 
(90) 




13423 Pseudopithomyces rosae ITS (100) rastline DRBC 
13460 Alternaria sp. ITS (100) rastline, zrak DG-18 
L-
2879 
Filobasidium magnum 16S (100), ITS 
(100) 
zrak, človek, morska 














Dioszegia cf. cryoxerica ITS (97) polarna suha tla, 
Antarktika **** 
DG-18 
Siva 13414 Cladosporium 
neolangeronii 
ITS (99), Act 
(98), Tef (89) 
notranja okolja, zrak, 
iglavci, človek 
(Belgija, Danska, 
Irska, Nizozemska, S 




ITS (99), Act 
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ITS (99) rastline, zrak* R2A, 
DG-18 
13462 Cladosporium sp. nov. 
1 (cf. ramotenellum, 
herbarum kompleks 
vrst) 















ITS (99) rastline DRBC 
Zelena 13426 Cladosporium allicinum ITS (100), Act 
(100) 
rastline, človek, zrak, 






ITS (99), Act 
(98), Tef (99) 
notranja okolja, zrak, 
iglavci, človek 
(Belgija, Danska, 
Irska, Nizozemska, S 
























13465 Cladosporium sp. nov. 
1 (cf. ramotenellum, 
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13514 Exophiala sp. nov. ITS (100) rastlina (Kanada)
38
 DRBC 
Cf. – podoben; ITS – DNA zapis za prepisljiva distančnika 1 in 2 z 5,8S rRNA; Act – DNA 
zapis dela gena, ki kodira aktin; Tef – DNA zapis dela gena, ki kodira transkripcijski 
elongacijski faktor 1-alfa; BenA- DNA zapis dela gena, ki kodira beta tubulin. S krepkim 
tiskom so poudarjene potencialno nove vrste. 
 
Tabela 35 Identifikacije gliv z lokacije Tlake pri Šmarju-Sapu na podlagi različnih DNA zaporedij. 
























13515 Cladosporium sp. 




ITS (99), Act 
(89) 
rastline* R2A 
13700 Extremus cf. adstrictus ITS (98) kamen, Španija***** DRBC 
                                                 
38
 *K. Bensch, J.Z. Groenewald, M. Meijer, J. Dijksterhuis, Z. Jurjević, B. Andersen, J. Houbraken, P.W. Crous, 
R.A. Samson. Cladosporium species in indoor environments. STUDIES IN MYCOLOGY89: 177–301 (2018) 
****Connell LB, Redman R, Rodriguez R, Barrett A, Iszard M, Fonseca A. Dioszegia antarctica sp. nov. and 
Dioszegia cryoxerica sp. nov., psychrophilic basidiomycetous yeasts from polar desert soils in Antarctica. Int J 
Syst Evol Microbiol. 2010 Jun;60(Pt 6):1466–72. 
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13471 Cladosporium sp. 




ITS (99), Act 
(89) 
rastline* DG-18 
Zelena 13436 Cladosporium 
allicinum 
ITS (100), Act 
(99), Tef (93) 
rastline, človek, zrak, 
zrak v arhivu* 
DG-18 





ITS (99) rastline, zrak* DG-18 
13439 Cladosporium sp. 




ITS (99), Act 





/Neodevriesia sp. nov. 
ITS (92) rastline DRBC, 
R2A 
L-2884 Hannaella surugaensis ITS (99) morski sedimenti R2A 
L-2885 Vishniacozyma cf. 
tephrensis 





                                                 
39
 *K. Bensch, J.Z. Groenewald, M. Meijer, J. Dijksterhuis, Z. Jurjević, B. Andersen, J. Houbraken, P.W. Crous, 
R.A. Samson. Cladosporium species in indoor environments. STUDIES IN MYCOLOGY89: 177–301 (2018) 
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Ekologija vrste Izolacijsko 
gojišče 
1 Črna L-2872 Frigoribacterium 
sp. 
16S (99) tla, rastline, prah  R2A 
Zelena L-2871 Arthrobacter sp. 16S (99) tla, oligotrofna 
okolja 
R2A 
L-3051 Microbacterium sp. 16S (100) tla, zrak, puščava DG-18 
3 Črna L-2873 Arthrobacter sp. 16S (98) tla, oligotrofna 
okolja 
R2A 
4 Črna L-2881 Pelomonas sp. 16S (98), voda R2A 
L-2882 Pseudokineo-
coccus lusitanus 
16S (99) strešniki R2A 
L-2883 Pelomonas sp. 16S (99) voda R2A 
Siva L-2875 Microbacterium sp. 16S (100) tla, zrak, puščava R2A 
L-2876 Bacillus sp. 16S (97) tla R2A 
L-2877 Bacillus sp. 16S (99) tla R2A 
L-2878 Massilia / 
Oxalobacter sp. 
16S (99) tla, rastline R2A 
                                                                                                                                                        
****Connell LB, Redman R, Rodriguez R, Barrett A, Iszard M, Fonseca A. Dioszegia antarctica sp. nov. and 
Dioszegia cryoxerica sp. nov., psychrophilic basidiomycetous yeasts from polar desert soils in Antarctica. Int J 
Syst Evol Microbiol. 2010 Jun;60 (Pt 6):1466–72. 
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Zelena L-2874 Arthrobacter sp. 16S (100) tla, oligotrofna 
okolja 
R2A 
5 Zelena L-2884 Pelomonas sp. 16S (98) voda R2A 
 
L-2885 Pelomonas sp. 16S (95) voda DG-18 
 




L-2887 Arthrobacter agilis 16S (99) puščava, ZDA R2A 
L-3659 Bacillus sp. 16S (89) tla R2A 
Številčne oznake lokacij predstavljajo naslednje lokacije: 1 – Visoko pod Kureščkom; 
zunanjost; sv. Krištof, 2 – Visoko pod Kureščkom; zunanjost; slikarjeva votivna kompozicija, 
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Tabela 37 Pregled vseh mikroorganizmov glede na lokacije. 
Mikroorganizem 1.  2.  3.  4.  5.  
Acremonium sp. nov.   x   
Alternaria sp.    x x 
Angustimassarina sp.  x    
Arthrobacter agilis     x 
Arthrobacter flavus     x 
Arthrobacter sp. x  x x  
Ascomycota sp. nov.  x    
Aureobasidium pullulans  x    
Bacillus sp.    x x 
Biscogniauxia nummularia x     
Bjerkandera adusta   x   
Capronia/Cladophialophora sp. (Chaetothyriales)  x    
Chaetomium sp.   x   
Cladosporium allicinum    x x 
Cladosporium austrohemisphaericum    x  
Cladosporium cladosporioides kompleks vrst  x  x x 
Cladosporium cf. herbaroides  x    
Cladosporium sp. nov. 1.(cf. ramotenellum, herbarum 
(kompleks vrst) 
 x  x x 
Cladosporium cf. xylophilum x     
Cladosporium langeroni x     
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Cladosporium neolangeronii x x x x  
Cladosporium sp. nov. (cladosporioides kompleks vrst)    x  
Cladosporium sp. nov. (cf. ramotenellum, kompleks vrst)    x  
Cladosporium sphaerospermum kompleks vrst x x x x  
Clypeosphaeria sp. nov.  x    
Devriesia/Neo-devriesia sp. nov.  x   x 
Dioszegia cf. cryoxerica    x  
Epicoccum layuense    x  
Erythrobasidium yunnanense    x  
Exophiala/Cladophialophora sp. nov.  x  x  
Extremus cf. adstrictus     x 
Filobasidium magnum    x  
Frigoribacterium sp. x     
Gyoerffyella sp. nov.  x    
Hannaella surugaensis     x 
Lophium cf. arboricola x     
Massilia/Oxalobacter sp.    x  
Microbacterium sp. x   x  
Monocillium sp. nov. x     
Pelomonas sp.    x x 
Penicillium cf. olsoni   x   
Petrophila sp. nov. x     
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Phaeoannellomyces elegans x     
Phoma sp. x     
Pseudokineococcus lusitanus    x  
Pseudopithomyces rosae    x  
Teratosphaeria africana  x    
Vishniacozyma cf. tephrensis     x 
Vishniacozyma victoriae    x  
Številčne oznake lokacij predstavljajo naslednje lokacije: 1 – Visoko pod Kureščkom; 
zunanjost; sv. Krištof, 2 – Visoko pod Kureščkom; zunanjost; slikarjeva votivna kompozicija, 
3 – Visoko pod Kureščkom; notranjost, 4 – Pijava Gorica; 5 – Tlake pri Šmarju-Sapu 
 
8 DISKUSIJA 
8.1 Vloga gliv pri razgradnji stenskih poslikav 
 
Glive so eden izmed najpomembnejših razgrajevalcev poslikav na prostem in tudi v 
notranjosti cerkva, saj, kot je razvidno že iz teoretičnega dela naloge, glede pogojev za svojo 
rast niso zahtevne. Na njihovo rast vplivajo predvsem relativna zračna vlažnost, temperatura 
in prisotnost hranil. Anorganski materiali sami po sebi niso dober vir slednjega, zato imajo tu 
pomembno vlogo prah in druge nečistoče, ki se nabirajo na površini stenskih poslikav, saj 
glivam predstavljajo glavni vir hranil. Pogosto pride pri stenskih poslikavah najprej do 
okužbe z bakterijami, ki nato omogočijo rast tudi glivam. Na prostem so stenske poslikave 
bolj ogrožene, zaradi lažjega prenosa spor v primerjavi z zaprtimi prostori. Okužbe z glivami 
povzročajo pospešen proces degradacije umetniških del, hkrati pa predstavljajo tudi estetski 
problem. S svojo rastjo povzročajo fizične poškodbe v materialu, saj s hifami prodirajo v pore 
in povzročajo nastanek razpok, ki lahko vodijo v odpadanje ometa ali luščenje poslikave. S 
svojimi metabolnimi procesi pa na stenske poslikave lahko vplivajo tudi kemično. Sposobne 
so razgrajevanja nekaterih materialov z encimi, predvsem organskih veziv, kar lahko vodi v 
izgubo vezivnosti v ometu in pigmentih. Lahko pa z izločenimi snovmi vplivajo na materiale 
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poslikave in spremenijo njihovo kemično sestavo, kar lahko vodi npr. v spremembe barve 
pigmentov. Veliko vrst gliv je sposobnih tudi proizvajanja lastnih pigmentov, ki lahko 
obarvajo površino, na kateri te glive rastejo. Vrste, ki jih najpogosteje najdemo na stenskih 
poslikavah, pripadajo ubikviratnim rodovom Aspergillus, Penicillium, Cladosporium, 
Alternaria, Curvularia, Dreschlera, Chaetomium, Fusarium, Trichoderma, Gliomastix, 




8.6 Obstoječe raziskave stenskih poslikav v povezavi z mikroorganizmi 
 
Na to tematiko je bilo narejenih že veliko raziskav, ki se nanašajo tako na metode proučevanja 
kot tudi na posamezne vrste mikroorganizmov, s katerimi se srečujemo pri stenskih 
poslikavah. Raziskave narejene do leta 1995 je povzel Grag s sod., v članku iz opombe 39. 
Posebej pa bi omenila tri nadaljnje študije, kjer so raziskovalci, podobno kot mi, proučevali 
glive in bakterije. V Nemčiji, v kraju Greene pri Kreiensenu, so na poslikavah v cerkvi 
svetega Martina začeli leta 1999 proučevati bakterijsko in glivno raznolikost ter probleme, ki 
jih ti mikroorganizmi povzročajo na tamkajšnjih stenskih poslikavah. Freske datirajo v leto 
1582 in so bile konservirane-restavrirane leta 1977. Na stenskih poslikavah so se po 
konserviranju-restavriranju začeli pojavljati mikrobni biofilmi, ki so jih proučili z vrstično 
elektronsko mikroskopijo (SEM). Ugotovili so, da biofilme v večini tvorijo mikroskopske 
pigmentirane glive. Z mikrobiološkimi gojitvenimi metodami jim je v laboratoriju uspelo 
vzgojiti in identificirati glive rodov Acremonium, Aspergillus, Cladosporium in Fusarium, in 
bakterije rodov Arthrobacter, Bacillus in Bacillus sorodne vrste.
41
  
V letu 2008 je bila na poslikavah v notranjosti sedmih različnih cerkva v Italiji narejena 
primerjalna raziskava. Vzorci za raziskavo so bili odvzeti s srednjeveških cerkva Sant'Antonio 
Abate, San Biagio in Piedimonte Matese, San Marco in Cellole, Santa Maria in Foro Claudio, 
Santa Maria a Piazza, San Pietro ad Montes in Sant'Angelo in Formis. Vse naštete cerkve se 
                                                 
40
 K. L. GRAG, Kamal K. JAIN, A. K. MISHRA, Role of fungi in the deterioration of wall paintings, v: The 
Science of the total environment, National Research Laboratory for Conservation, Lucknow, 1995, str. 255–265. 
41
 Anna. A. GORBUSHINA, Jeroen HEYRMAN, Thomas DORNIEDEN, M. GONZALEZ-DELVALLE, 
Wolfgang E. KRUMBEIN, Leonila LAIZ, Karin PETERSEN, Cesareo SAIZ-JIMENEZ, Jean SWINGS, 
Bacterial and fungal diversity and biodeterioration problems in mural painting environments of St. Martins 
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nahajajo v pokrajini Kampanija. Vse freske so nastale med 11. in 15. stoletjem. V večini 
primerov je šlo za spremembo barv poslikav in odpadanje barvne plasti. Iz 77 % analiziranih 
mest so izolirali in identificirali heterotrofne mikroorganizme, tako bakterije kot glive. Med 
bakterijami sta prevladovala rodova Bacillus in Streptomyces, med glivami pa rodovi 
Penicillium, Aspergillus, Fusarium in Alternaria.
42
  
Na Portugalskem so identificirali mikroorganizme s stenskih poslikav z vrtov palače Casas 
Pintadas v Évori, da bi lahko določili primerne materiale za obvladovanje okužbe. Na kraju 
samem sta bili najprej izvedeni rentgenska fluorescenčna spektroskopija (XRF) in analiza z 
barvno metriko, da so na podlagi rezultatov določili mesta odvzema vzorcev. Z uporabo SEM 
mikroskopije so ocenili stopnjo okuženosti z mikrobi. Glive in bakterije so v laboratoriju 
izolirali. Glive so določali na podlagi vizualnih lastnosti kolonij in mikro-morfologije 
razmnoževalnih struktur. Bakterije in glive so nato identificirali s sekvenciranjem regije 16S 
in ITS. Izolirali so bakterije, kot so Gram-pozitivni bacili in koki in Actinomycestes sp., 




8.7 Dobljeni rezultati 
 
8.2.1 Mikroskopske tehnike 
 
V nalogi smo preverjali, kako lahko z uporabo makroskopskih in mikroskopskih tehnik 
zaznavamo prisotnost mikroorganizmov na stenskih poslikavah, z mikrobiološkimi 
gojitvenimi tehnikami pridobimo njihove izolate in jih identificiramo na podlagi nukleotidnih 
zaporedij odsekov njihove DNA. Na vseh stenskih poslikavah je bila okužba vidna že s 
prostim očesom. Na terenu smo mesta okužb pregledali z USB-mikroskopom. Na podlagi 
tega smo določili mesta jemanja vzorcev in število odvzetih vzorcev. V primeru, ko so okužbe 
                                                 
42
 O. PEPE, L. SANNINO, S. PALOMBA, M. ANASTASIO, G. BLAIOTTA, F. VILLANI, G. MOSCHETTI: 
Heterotrophic microorganisms in deteriorated medieval wall paintings in southern Italian churches, v: 
Microbiological Research, Portici, 2008, str. 21–32.  
43
 Tânia ROSADO, Mara SILVA, Luís DIAS, António CANDEIAS, Milene GIL, José MIRÃO, José 
PESTANA, A. Teresa CALDEIRA, Microorganisms and the integrated conservation- intervention process of the 
renaissance mural paintings from Casas Pintadas in Évora - Know to act, act to preserve, v: Journal of King Saud 
University, Évora, 2017, str. 478–486. 
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segale v globino, smo se odločili za jemanje okruškov, medtem ko smo vidno spremenjena 
ploska mesta odtisnili na lepilni trak. V laboratoriju smo okruške pregledali pod 
stereomikroskopom, s katerim smo lahko opazovali tudi globino okužbe. V laboratoriju smo 
iz delov okruškov in lepilnih trakov pripravili mikroskopske preparate, in tako v grobem 
določili, ali gre za bakterije, kvasovke, glive ali lišaje. Vrst lišajev nismo identificirali, saj gre 
za kompleksne organizme, za poznavanje katerih je treba imeti predvsem veliko izkušenj. 
Kljub temu smo jih vzorčili in iz njih izolirali številne glive. Za proučevanje lišajev kot celote 
pa smo uporabili barvanje živo/mrtvo, ki nam je pokazalo, kateri deli lišajev so metabolno 
aktivni in kateri ne. 
8.2.2 Gojitvene tehnike 
 
Iz vseh zgoraj navedenih sprememb na poslikavah smo poskušali vzgojiti mikrobe. Ker smo 
predvideli obstoj gliv, bakterij in arhej, smo v ta namen izbrali specifična gojišča za vsako 
skupino mikroorganizmov posebej. Iz vseh poslikav pa smo odvzeli tudi kontrolne vzorce, ki 
so jih predstavljali vidno nekontaminirani deli poslikav v bližini spremenjenih delov poslikav. 
Prisotnost mikrobov na poslikavah nam lahko nakazuje zračno kontaminacijo iz okolja. V 
našem primeru je na nabor izoliranih mikroorganizmov nedvomno močno vplival letni čas 
vzorčenja, saj smo vzorčili pozimi, ko so bile zunaj rekordno nizke temperature (do -15 °C), 
zato smo se odločili, da plošče z nacepljenimi gojišči inkubiramo pri 15 °C. Tudi notranjost 
cerkve svetega Nikolaja ni bila ogrevana.  
Gojenje izolatov v čistih kulturah v laboratorijskih razmerah je osnova za njihovo natančno 
identifikacijo. Glede na obliko, velikost in barvo kolonij in njihove strukture pod optičnim 
mikroskopom smo lahko nekatere izolate gliv uvrstili v rodove, kot je npr. rod Cladosporium. 
Sicer pa identifikacija mikrobov poteka s primerjavo izbranih nukleotidnih zaporedij DNA s 
svetovnimi bazami podatkov, kot je National center for biotechnology information (NCBI) v 
ZDA, na spletni strani katerega lahko z uporabo posebnih orodij, npr. BLAST, iščemo najbolj 
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8.2.3 Rezultati gojenja gliv 
 
Pri gojenju gliv smo se odločili za dve gojišči: splošno DRBC in gojišče za izolacijo 
kserofilnih, to je suholjubnih vrst DG-18. Mnogo gliv pa smo osamili tudi iz bakterijskega 
(R2A) in arhejskega (TSA NaMg) gojišča, kar nakazuje njihovo vsesplošno prisotnost in 
nezahtevnost glede gojenja. Največ gliv je zrastlo na gojišču DG18 in R2A, ki bi jih 
priporočili za nadaljnje raziskave. 
Kontrolni vzorci na vseh lokacijah so povečini vsebovali glive, ki jih sicer nismo izolirali iz 
poslikav, npr. vrsti poznani s kamnov Phaeoannellomyces elegans in Extremus cf. adstrictus. 
Na kontrolnem vzorcu so se pojavljale tudi različne naseljevalke rastlin, npr. Biscogniauxia 
nummularia, in Aureobasidium pullulans, ter v zraku pogoste glive, kot sta rodova 
Cladosporium in Penicillium. Izključno iz kontrolnega vzorca notranjosti cerkve smo izolirali 
celulolitične predstavnike rodov Chaetomium in Bjerkandera. 
Najpogostejši izolati med glivami so pripadali rodu Cladosporium. Različne vrste tega rodu 
smo izolirali iz vseh črnih, zelenih vzorcev, nismo pa jih pridobili iz rdečega in belega vzorca. 
To je v skladu s temno zeleno barvo micelija vrst tega rodu. Rod Cladosporium vsebuje 
veliko psihrotolerantnih, to je na hladne temperature odpornih vrst, pa tudi številne 
oligotrofne vrste, to so tiste, ki rastejo na omejeni količini hranil. Je eden od najbolj težavnih 
rodov za identifikacijo, saj združuje 234 priznanih vrst, mnoge od teh so opisali nedavno 
(Bensch, Studies in mycology 89: 177–301 (2018). Čeprav je videz izolatov gliv rodu 
Cladosporium zelo prepoznaven, saj so zanj značilne vojaško zelene kolonije s črnim 
reverzom, pa je identifikacija do vrstnega nivoja zelo zahtevna. Zaradi praktične delitve vrst 
na morfološkem nivoju, ločimo znotraj rodu tri komplekse vrste: C. herbarum, C. 
sphaerospermum in C. cladosporioides. Ti kompleksi so še bolje kot morfološko prepoznavni 
po nukleotidnih zaporedjih. Pri izbiri predelov genoma v namen identifikacije gliv rodu 
Cladosporium imamo omejeno izbiro, saj je za identifikacijo gliv najbolj uporabljeno 
zaporedje, ITS rDNA, v primeru tega rodu premalo variabilno, pomaga pa nam pri 
identifikaciji kompleksa vrst. Zato temeljijo identifikacije do vrst na zapisih za druge gene, 
npr. dela gena za aktin (Act) in transkripcijski elongacijski faktor 1-alfa (Tef). Med 
identificiranimi vrstami v naši raziskavi najbolj izstopa vrsta Cladosporium neolangeronii, 
opisana v letu 2018, ki je zelo redka, a do sedaj že opažena na malti rimskega zidu Muro 
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Farnesiano v Parmi v Italiji. Iz Evrope obstaja še izolat iz notranjega prostora na 
Nizozemskem in izolat s plesnive stene v skladišču antikvitet, prav tako na Nizozemskem. 
Obstaja pa še nekaj izolatov iz notranjega in zunanjega zraka v Minesoti v ZDA. V primeru 
naše raziskave smo jo iz kontrolnih vzorcev izolirali le z enega vzorca, kar zaradi tvorbe 
številnih spor, ki se raznašajo z vetrom in vodo, ni presenetljivo. 
Edini izolat, ki smo ga vzgojili le na vzorcu iz notranjosti, ne pa tudi iz zunanjosti, je 
pripadnik rodu Acremonium, katerega vrste najdemo na tleh in v zraku. S poslikave na Pijavi 
Gorici smo izolirali največ kvasovk, kar pojasni njihovo številno prisotnost na preparatu iz 
lepilnega traku, ki smo ga odvzeli s te lokacije. Kvasovke, ki smo jih izolirali, so 
Erythrobasidium yunnanense, Filobasidium magnum, Vishniacozyma victoriae in Dioszegia 
cf. cryoxerica. Njihova prisotnost je lepo vidna tudi na fotografijah z barvanjem živo/mrtvo, 
kjer jih vidimo kot temne kroge.  
Vrste rodu Cladosporium smo našli na vseh lokacijah. Tako na Tlakah pri Šmarju-Sapu kot 
tudi na Pijavi Gorici smo izolirali kvasovke rodu Vishniacozyma, ki jih sicer najdemo v zelo 
mrzlih podnebnih pasovih (Antarktika, Islandija, Rusija). Slikarjeva votivna kompozicija z 
Visokega in poslikava na Tlakah pri Šmarju-Sapu pa imata skupno tudi novo vrsto iz rodu 
Devriesia/Neodevriesia, katerega vrste so pogosto naseljevalci rastlin. Omeniti je treba tudi, 
da smo s slikarjeve votivne kompozicije z Visokega pod Kureščkom izolirali novo 
askomicetno
44
 vrsto, ki smo jo za zdaj poimenovali Ascomycota sp. nov., ki je bila izolirana 
tudi s površine zgodovinskih kipov na Škotskem
45
. Med dobljenimi izolati je tudi nekaj za 
znanost potencialno novih vrst, za katere bi bilo zanimivo vedeti, ali se pojavljajo tudi na 




                                                 
44
 Askomicete ali zaprtotrosnice so glive, ki tvorijo mejotske spore imenovane askospore, ki so zaprte v posebnih 
vrečam podobnim strukturah (aski). 
45
 Suihko ML, Alakomi HL, Gorbushina A, Fortune I, Marquardt J, Saarela M., Characterization of aerobic 
bacterial and fungal microbiota on surfaces of historic Scottish monuments, v: Systematic and Applied 
Microbiology, Espoo, 2007, str. 494–508.  
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8.2.4 Rezultati gojenja bakterij 
 
Za izolacijo bakterij smo izbrali gojišče R2A, ki predstavlja eno izmed revnejših gojišč za 
gojenje oligotrofnih bakterij. Tudi plošče za izolacijo bakterij smo inkubirali pri 15 °C. 
Predstavniki rodu Bacillus se večkrat pojavljajo na stenskih poslikavah in tudi mi smo ga 
izolirali z dveh lokacij, in sicer Pijave Gorice in Tlak pri Šmarju-Sapu. Z obeh lokacij smo 
izolirali tudi predstavnika rodu Pelomonas, ki sicer naseljuje vodna okolja. Najpogosteje 
izolirana bakterija pa je iz rodu Arthrobacter. Izolirali smo jo z vseh lokacij, razen s slikarjeve 
votivne kompozicije z Visokega pod Kureščkom. Tudi ta vrsta je glede na obstoječe raziskave 
pogosta na stenskih poslikavah. Na preparatu iz lepilnega traku, ki smo ga odvzeli z 
notranjosti cerkve svetega Nikolaja, so bile vidne bakterije. Edina vrsta bakterije, ki smo jo 
izolirali s te lokacije, je Arthrobacter sp., kar pomeni, da smo na preparatu najverjetneje 
opazovali ravno to vrsto. Največ bakterij, tako v številu kot tudi pestrosti vrst, smo dobili z 
lokacije Pijava Gorica. Na preparatu iz lepilnega traku pa žal niso vidne, saj preparata nismo 
opazovali pod dovolj veliko povečavo. 
 
8.3 Ocena uporabnosti tovrstnih raziskav za konservatorje-
restavratorje 
 
Za vse uporabljene metode potrebujemo posebno opremo, kar močno zmanjša njihovo 
dostopnost za konservatorje-restavratorje. Bolj natančne podatke kot nam da določena 
metoda, težje jo je izvesti. Z najlažje izvedljivimi metodami tako dobimo najmanj informacij 
o vrsti mikroorganizma, ki ga proučujemo. Pri projektih, kjer se konservator-restavrator sreča 
z mikroorganizmi, je tako najlažje, če se konservatorski-restavratorski postopki načrtujejo 
skupaj z mikrobiologom, ki ima potrebno znanje in dostop do metod, ki omogočajo 
identifikacijo. Tako natančna identifikacija, kot je v tej nalogi, pri konserviranju-restavriranju 
umetnin najbrž ni vedno potrebna, vsekakor pa je dobro vedeti, s katerimi mikroorganizmi 
imamo opravka, da lahko izbiramo primerne metode konserviranja-restavriranja. Tovrstne 
raziskave se lahko uporabljajo tudi pri preverjanju ustreznosti v preteklosti uporabljenih 
materialov (veziv pri retuši, površinskih utrjevalcev, injektirnih sredstev …).  
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Cilj magistrske naloge je bil predstaviti mikrobiološke metode za detekcijo in identifikacijo 
gliv in bakterij, ki jih lahko najdemo na stenskih poslikavah na zunanjščinah. Preiskovane 
stenske poslikave na zunanjščinah srednjeveških cerkva poseljujejo številni mikrobi. 
Vizualizacija poselitev površin z mikrobi je relativno enostavna, če imamo na razpolago vsaj 
USB-mikroskop za delo na terenu in stereomikroskop za delo v laboratoriju. Z uporabo 
fluorescentnih barvil in fluorescentnega mikroskopa lahko ocenjujemo živost ali mrtvost 
razraslih mikrobov na površinah in okruških. Izolacija mikrobov je sicer nujna za njihovo 
identifikacijo, vendar je ta del raziskav že onkraj znanj konservatorjev-restavratorjev oz. je v 
domeni mikrobiologov. Potem ko smo mikrobe izolirali v kulturah in jih identificirali, smo 
lahko preverili njihovo ekologijo. Številne vrste so poznane kot naseljevalci rastlin, katerih 
spore so se z zračnimi tokovi in padavinami odlagale na poslikave. To so bili predstavniki 
rodov Angustimassarina, Clypheosphaeria Lophium in Phoma. Med glivami smo kot 
najpogostejše izolirali in identificirali predstavnike rodu Cladosporium, ki sicer vsebuje tudi 
vrste, ki naseljujejo rastline oz. kot saprofiti razgrajujejo njihovo biomaso. Posebna v naši 
raziskavi je vrsta C. neolangeronii, ki se pojavlja na vseh stenskih poslikavah, ki smo jih 
vzorčili, razen na Tlakah. Vrsto smo vzgojili tudi s poslikave znotraj ene od vzorčenih cerkva. 
Za nekaj izoliranih vrst se je izkazalo, da so že bile evidentirane pri tujih raziskavah umetnin 
na kamnitih površinah, kot so na primer Extremus cf. adstrictus in Ascomycota sp. nov., 
Capronia / Cladophialophora in Petrophila sp. Izolirali smo tudi nekaj dodatnih potencialno 
novih vrst za znanost iz rodov Cladosporium, Acremonium Devriesia in Exophiala. 
Najpogosteje izolirana bakterija v naši raziskavi je iz rodu Arthrobacter, ki smo jo izolirali z 
vseh lokacij, razen s slikarjeve votivne kompozicije z Visokega pod Kureščkom. Halofilnih 
arhej na poslikavah nismo detektirali.  
Glede na številne nove vrste je jasno, da je tematika še dokaj neraziskana. V mislih moramo 
imeti tudi vse vrste, ki nam jih v laboratorijskih pogojih še ni uspelo vzgojiti. Nekatere vrste 
so namreč sposobne uspevati le ob točno določenih pogojih ali ob prisotnosti določenih 
drugih vrst, česar pa z izolati ne moremo poustvariti. Pridobitev izolatov je pomembna zato, 
da lahko mikroorganizme identificiramo in preko tega pridemo do več podatkov o njihovi 
ekologiji, potrebah za rast in razmnoževanje. Potencialno na čistih kulturah lahko preverjamo 
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tudi možne tretmaje poslikav z biocidnimi sredstvi. Konservatorjem-restavratorjem pa so ti 
podatki zelo pomembni, saj z njihovo pomočjo lahko umetninam omogočamo primerne 
pogoje, v katerih ni nevarnosti okužb s strani mikroorganizmov.  
Namen tega dela je zbližanje konservatorjev-restavratorjev z metodami, s katerimi si lahko 
pomagamo pri svojem delu. Kot konservatorji-restavratorji se namreč pogosto srečujemo s 
pomembnimi odločitvami, ki imajo lahko resne posledice za umetniško delo. Zato je 
pomembno, da vemo, s katerimi mikroorganizmi imamo opraviti, da lahko izberemo primerne 
postopke in materiale za oskrbo okužb. Še bolj kot to je pomembno, da vemo, na koga se 
lahko obrnemo, kadar želimo opravljati tovrstne raziskave. Sodelovanje med strokami, v tem 
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12.1 Viri in avtorji fotografij:  
 
Slike 1–6: Blaž Šeme, fotodokumentacija za magistrsko delo, Ljubljana, marec 2018. 
Slika 7: Polona Zalar, fotodokumentacija za magistrsko delo, Ljubljana, marec 2018. 




Priloga A. Filogenetsko drevo večine izolatov te študije in referenčnih sevov, narejeno na 




 EXF-13437 Alternaria sp.
 EXF-13460 Alternaria sp.
 EXF-13511 Phoma sp.
 EXF-13701 Epicoccum layuense
 EXF-13423 Pseudopithomyces rosae
 EXF-13446 Angustimassarina sp.
 EXF-13443 Lophium cf arboricola
Ascomycota - rastlinski patogeni
 L-2879 Filobasidium magnum
 L-3049 Erythrobasidium yunnanense
 EXF-13513 Bjerkandera adusta
 L-3048 Dioszegia cf cryoxerica
 L-2880 Vishniacozyma victoriae
 L-2881 Vishniacozyma victoriae
Basidiomycota
Ascomycota, Dothideales EXF-13445 Aureobasidium pullulans
Ascomycota, Eurotiomycetes EXF-13407 Penicillium olsoni
 EXF-13514 Exophiala
 EXF-13512 Capronia Cladophialophora
 EXF-13440 Phaeoannellomyces elegans
 EXF-13570 Exophiala/ Cladophialophora (2_rdeča)
Ascomycota, Herpotrichielaceae
Ascomycota, Leotiomycetes (vodna)  EXF-13569 Gyoerffyella (2_rdeca)
 EXF-13571 Cladosporium neolangeronii
 EXF-13448 Cladosporium sphaerospermum sp complex
 EXF-13453 Cladosporium neolangeronii
 EXF-13417 Cladosporium sphaerospermum sp. complex
 EXF-13408 Cladosporium neolangeronii
 EXF-13402 Cladosporium langeroni
 EXF-13418 Cladosporium allicinum
 EXF-13426 Cladosporium allicinum
 EXF-13401 Cladosporium cf xylophilum
 EXF-13421 Cladosporium cf. ramotenellum
 EXF-13451 Cladosporium cf. herbaroides
 EXF-13515 Cladosporium austrohemisphaericum
Cladosporium (Ascomycota, Cladosporiaceae)
Ascomycota, Mycosphaerellaceae EXF-13450 Mycosphaerella africana
Ascomycota, Teratosphaeriaceae  EXF-13564 Petrophila (1_rdeca)
Ascomycota, Extremaceae EXF-13700 Extremus adstrictus (5_kontrola)
 EXF-13566 Devriesia Neodevriesia (2_zelena)
 EXF-13517 Devriesia (5_zelena)
 EXF-13699 Devriesia/Neodevriesia (5_zelena)
 EXF-13567 Devriesia/Neodevriesia (2_zelena)
 EXF-13568 Devriesia/Neodevriesia (2_rdeca)
 EXF-13698 Devriesia/Neodevriesia (2_crna)
Devriesia/ Neodevriesia
 EXF-13563 Biscogniauxia nummularia
 EXF-13565 Clypeosphaeria
Ascomycota, Sordariomycetes
Ascomycota,  Hypocreales EXF-13405 Acremoniu egyptiacum
 EXF-13412 Acremonium
 EXF-13442 Acremonium




























Priloga B. Filogenetsko drevo sevov rodu Cladosporium, narejeno na poravnavi nukleotidnih 






 MF473995 Cladosporium neolangeronii CPC 22266 (zrak notranjih prostorov)
 MF473996 Cladosporium neolangeronii CPC 22267 (zrak notranjih prostorov)
 MF473993 Cladosporium neolangeronii CPC 22236 (zrak notranjih prostorov;)
 EXF-13456 Cladosporium neolangeronii (3_crna)
 EXF-13441 Cladosporium neolangeronii (1_zelena)
 EXF-13427 Cladosporium neolangeronii (4_zelena)
 EXF-13422 Cladosporium neolangeronii (4_crna)
 EXF-13414 Cladosporium neolangeronii (4_siva)
 EXF-13408 Cladosporium neolangeronii (3_crna)
 EXF-13404 Cladosporium neolangeronii (2_crna)
 MF473997 Cladosporium neolangeronii CPC 22314 (zrak notranjih prostorov)
 MF473994 Cladosporium neolangeronii CPC 22262 (zunanji zrak)
 MF473992 Cladosporium neolangeronii CBS 797.97
 MF473981 Cladosporium langeronii DTO 004-C3 (notranji prostori)
 MF473977 Cladosporium langeronii CPC 22261 (zrak notranjih prostorov)
 EXF-13402 Cladosporium langeroni (1_crna)
 MF473975 Cladosporium langeronii CPC 19121 (zrak notranjih prostorov)
 MF473982 Cladosporium langeronii DTO 124-D2 (zrak, hrana, rastlina)
 MF473980 Cladosporium langeronii CPC 22326 (Izrak notranjih prostorov; pralnica)
 MF473979 Cladosporium langeronii CPC 22325 zrak notranjih prostorov; pralnica
 MF473978 Cladosporium langeronii CPC 22299 (zrak notranjih prostorov)
 MF473976 Cladosporium langeronii CPC 22235 (zrak notranjih prostorov; shramba)
 EXF-13415 Cladosporium austrohemisphaericum (4_siva)
 KT600578 Cladosporium austrohemisphaericum CPC 12068
 EXF-13426 Cladosporium allicinum (4_zelena)
 EF679502 Cladosporium allicinum CBS 121624 (Hordeum vulgare)
 EXF-13418 Cladosporium allicinum (4_crna)
 EXF-13436 Cladosporium allicinum (5_zelena)
 EF679509 Cladosporium herbaroides CBS 121626 TYPE
 KU933401 Cladosporium ramotenellum ATCC 16022 TYPE
 EF679538 Cladosporium ramotenellum CBS 121628 TYPE
 EXF-13403 Cladosporium cf ramotenellum (2_crna)
 EXF-13421 Cladosporium cf ramotenellum (4_crna)
 EXF-13439 Cladosporium cf ramotenellum (5_zelena)
 EXF-13462 Cladosporium cf ramotenellum (4_siva)
 EXF-13465 Cladosporium cf ramotenellum (4_zelena)
 EXF-13471 Cladosporium cf ramotenellum (5_crna)
 EXF-13451 Cladosporium cf herbaroides (2_zelena)
 EXF-13459 Cladosporium cladosporioides sp complex (4_kontrola)
CLADOSPORIUM SP. NOV. 
 HM148490 Cladosporium cladosporioides CBS112388 TYPE
 EXF-13401 Cladosporium cf xylophilum (1_kontrola)





Priloga C. Filogenetsko drevo sevov rodu Cladosporium, narejeno na poravnavi nukleotidnih 
zaporedij dela gena, ki kodira elongacijski faktor 1 alfa.  
 
 
 EXF-13451 Cladosporium cf herbaroides
 EXF 13515 Cladosporium cf ramotenellum
 EXF-13459 Cladosporium cladosporioides sp complex
 EXF-13465 Cladosporium cf ramotenellum
 EXF-13403 Cladosporium cf ramotenellum
 EXF-13439 Cladosporium cf ramotenellum
 EXF-13471 Cladosporium cf ramotenellum
 EXF-13421 Cladosporium cf ramotenellum
 EXF-13462 Cladosporium cf ramotenellum
CLADOSPORIUM SP. NOV. 
 HM148244 Cladosporium cladosporioides CBS112388 TYPE
 HM148475.1 Cladosporium xylophilum strain CBS 113756
 EXF-13401 Cladosporium cf xylophilum
 HM148477.1 Cladosporium xylophilum  CBS 126588
 EF679462 Cladosporium ramotenellum CBS 121628 TYPE
 KU933429 Cladosporium ramotenellum ATCC 16022
 EF679432 Cladosporium herbaroides CBS 121626 TYPE
 AY752165.1 Davidiella tassiana strain ATCC 66670
 EXF-13436 Cladosporium allicinum
 MH567104.1 Cladosporium allicinum
 EXF-13415 Cladosporium austrohemisphaericum
 MF473555 Cladosporium langeronii CPC 22235
 MF473554 Cladosporium langeronii CPC 19121
 MF473556 Cladosporium langeronii CPC 22261
 MF473557 Cladosporium langeronii CPC 22299
 MF473558 Cladosporium langeronii CPC 22325
 MF473559 Cladosporium langeronii CPC 22326
 MF473561 Cladosporium langeronii DTO 124-D2
 EXF-13408 Cladosporium neolangeronii
 EXF-13427 Cladosporium neolangeronii
 EXF-13441 Cladosporium neolangeronii
 EXF-13422 Cladosporium neolangeronii
 EXF-13414 Cladosporium neolangeronii
 EXF-13404 Cladosporium neolangeronii
 EXF-13456 Cladosporium neolangeronii
 MF473572 Cladosporium neolangeronii CPC 22236
 MF473573 Cladosporium neolangeronii CPC 22262
 MF473575 Cladosporium neolangeronii CPC 22266
 MF473576 Cladosporium neolangeronii CPC 22267
C. neolangeronii





Priloga D. A, B: Acremonium sp. nov. EXF-13412; C, D: Alternaria sp. EXF-13460; E-F: 






Priloga E. A, B: Cladophialophora EXF-13512; C, D: Devriesia/Neodevriesia EXF-13517; E, 





Priloga F. A, B: Cladosporium allicinum EXF-13418; C, D: Cladosporium langeronii EXF-






Priloga G. Cladosporium sp. nov.: A, B: EXF-13403; C,D: EXF-13451; E, F: EXF-13459; G, 





Priloga H: A, B: Exophiala sp. EXF-13514; C, D: Exophiala sp. EXF-13570; E, F: Petrophila 
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